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1 INTRQOQDUCCION

a1

1.1 MICROSOMAS. CARACTERISTICAS GENERALES

E1l término_"microsomas", del que deriva el de "fraccidén mi -
crosomal", no representa un orgdnulo subcelular concreto como
ocurre con el término "mitocondrias" y su correspondiente"frac-
cién mitocondrial". De Duve (1964) y, posteriormente, Reid
(1967), definieron el término e hicieron corresponder los
microsomas a la fraccibén que sedimenta al someter los homoge -
neizados de un tejido a fuerzas centrifugas superiores a 100.000
g. BEn la obtencidn de la fraccién microsomal se usa el méto -
do seguido por Schneider y Hogeboom (1950); se eliminan previa-
mente los nucleos y las mitocondrias a 10.000 o 15.000xg, 30
min y se centrifuga el sobrenadante a mds de 100.000x g duran-
te 60 - 120 min. E1 residuo obtenido fué denomipado por Schnei-
der y Hogeboom como de "particulas submicroscdépicas". De Duve
(1964) y Reid (1967) designaron el residuo con el término "mi-

crosomas" , que sigue utilizédndose.

La estructura y propiedades bioldégicas de los ﬁicrosomas de-
penden no solo de factores intrinsecos (especie, tipo o edad)
sino también de las condiciones externas‘(dieta o estatus hor -
monal) (Tata 1972, Talwar et al 1962).

Los microsomas de hfigado, gque han sido muy bien estudiados,
consisten, a menudo, en una mezcla de elementos membranosos y
de ribosomas (o polisomas), presentes en forma de unidades se-
paradas o de complejos y que derivan casi exclusivamente del
reticulo endoplasmdtico (RE). Los microsomas ne son, por tanto,
estructuras estables y experimentan un recambio relativamente
rdpido en comparacidén con la vida de la célula (Omura et al

1967, Siekevitz et al 1967, Arias et al 1969, Hennace y Ho -




rrocks 1978). Un gran numero de actividades enzimdticas se aso-
cian con las membranas del RE, mientras que los ribosomas unis;
dos al RE intervienen muy activamente en la sintesis proteica
(tabla I) (Tata 1967 ay b; Andrews y Tata 1968, 1971 ; Campbell
1970; Bouchilloux et al 1973). Esta sintesis es muy evidente en
tejidos secretores de proteinas, como el higado (Manganiello y
Phillips 1965; Sabatini et al 1966) y tiroides (Morais y Gold -
berg 1967; Buochilloux et al 1973), pero también se ha demos -
trado que ocurre en tejido pulmonar de conejo (Stenzel y Rubin
1966) y en corteza cerebral de rata (White et al 1972). La unién
de los ribosomas a membranas que no se pueden considerar como
pertenecientes al RE ha sido sugerida para células que no se -
gregan proteinas (Andrews‘y Tata 1968, 1971). Existe una corre-
lacién en la velocidad con que aumenta la cantidad de membra-
nas microsomales y de ribosomas bajo la influencia de “hormonas
del crecimiento y del desarrollo (Tata 1967 a j b, 1970). Por
todas estas razones, un método ideal para preparar microsomas

y fracciones submicrosomales, ha de satisfacer segin . Tata
(1972), tres requerimientos :

- Obtencidn cuantitativa de las membranas con
una pérdida minima de estructuras y de actividades enzimdti -
cas,

- Obtencidn cgantitativa de polisomas y riboso-
mas libres que sean.capaces de llever a cabo una elevada in-
corporacidn de aminodcidos "iﬁ_vitro“.

- Que la perturbacidn de la unidn de los poli -
somas a las membranas y de la localizacidn de las proteinas
que se hallan en curso de sintesis "in vitro", sea lo mds pe -

quefia posible.

Los me jores métodos para fraccionar los microsomas de los
distintos tejidos, difieren necesariamente. Ademds, aunque se

han descrito métodos para un gran numero de tejidos, los tres



ALGUNAS ACTIVIDADES Y FUNCIONES ASOCIADAS A LOS DOS

COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS MICROSOMAS DE HIGADO :

MEMBRANAS Y RIBOSOMAS (Tata 1972)

FRACCION

ACTIVIDAD

FUNCION

Membrana

Glucosa-6-fogfa-

tasa

it mo b_.,P
itocromo 5'F 450

hidroxilasas

NADPH-cit ¢

reductasa

Reduccidn de

esteroides

Metabolismo de los
glicidos y gluco -

neogénesis

Desintoxicacidn

Transporte electrd-
nico extramitocon-

drial

Biogénesis de

esteroides

Ribosomas o

polisomas

Enzimas relacio-
nados con la in-
corporacidn de
aminodcidos en

proteinas

Ribonucleasa

Sintesis proteica

Metabolismo
del RNA
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requerimientos solo se ven satisfechos cuando se trata de hi-

gado. En los demds tejidos, su complejidad estructural no per-
mite establecer analogias cualitativas completas entre los com-
ponentes microsomales y los subcelulares. Los métodos de sub-
fraceionamiento microsomal tampoco dan resultados tan satis- '

factorios como con tejido -hepdtico.

1.1.1 MICROSOMAS DE HIGADO

Basdndose en estudios morfométricos y bioguimicos, Weibel et
al (1969) concluyeron que el drea del RE en 1 cm? de higado de
rata mide 11 m2, de los cuales siete son de RE rugoso, conunos
20 billones de ribosomas. Este es el material que compone la
fraccidn microsomal de higado de rata, cuyo aislamiento des -
crito por Tata (1972) es una combinacidn de los métodos de Dal-
lner (1963), de Bloemendal et al (1964, 1967) y de Blobel y
Potter (1966).

Es una prédctica comin el someter a ayuno a los animales usa -
dos para la preparacidén de microsomas, especialmente de higado,
para reducir la contaminacidn por glucbégeno. Ello conduce a de-
sérdenes en la incorporacidén de aminodcidos por los ribosomas
obtenidos posteriormente, ya que cualquier modificacidén en la
alimentacidén hace variar la sintesis proteica de la célula asi
como la unién de los ribosomas al RE (Munro et al 1964; Weber
et al 1964; Tata 1967; Reid 1967; Quirin - Stricker y Mandel
1967). Asi pues, en el método de Tata (1972) se parte de higa -
dos de ratas normalmente alimentadas que se homogeneizan en un
medio isoténico de : sacarosa (0,35 M), KC1 (25 mM), tris (50
) MgCl, (10 mM) y HC1 de pH 7,6 (la concentracién del ién
Mg (II) es esencial para estudiar la incorporacién de aminodci-
dos "in vitro"). La concentracidén dptima del homogeneizado es

de 2,5 ml/g tejido; sin embargo, es aconsejable el empleo de
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homogeneizados mds diluidos (10 o 20%) para efectuar estudios
analfiticos. La homogeneizacidén es conveniente realizarla em-
pleando un homogeneizador de Potter-Elvejhem, provisto de un
émbolo de teflén cuya holgura (0,10 -0,15 mm) debe ser sufi -
ciente para gque aunque se destruyan las mitocondrias, ée,evi-

te la contaminacidén por fragmentos de nicleos y mitocondrias.

Del homogeneizado hay que eliminar los eritrocitos, las cé-
lulas intactas, los nucleos y las mitocondrias, lo que se con-
sigue por centrifugacidn a 10.000xg, 20 min. Howell et al (1964),
al centrifugar homogeneizados libres de nicleos a 20.000xg, 20
min, encuentran que la mayor parte de las membranas del RE ru -
goso sedimentan con las mitocondrias. Por el contrario, el
riesgo de contaminacién por mitocondrias es grande si la cen -
trifugacién se realiza por debajo de 8.000xg (Howell et al
1964, Roodyn et al 1965, Loeb et al 1967).

El sobrenadante obtenido, libre de mitocondrias,puéde some -
terse a varios procesos. Para obtener microsomas "brufos“, el
sobrenadante se centrifuga a 105.000xg durante 60 - 90 min. El
" residuo microsomal puede entonces ser suspendido en el medio
de homogeneizacidn, mediante un homogeneizador Potter-Elvejhem,
Yy se centrifuga de nuevo. Para obtener polisomas, el método
mds cominmente usado es liberar las particulas de las membra -
nas con 0,5 -1% de desoxicolato, aunque pueden utilizarse
otros detergentes idnicos o no - idnicos (Tritdén X-100 o Lubrol).
En los primeros estudios, 1los microsomas se trataban con el
detergente después de aislados (Siekevitz y Palade 1960, Reid
1967). Debido a la existencia de una ribonucleasa asociada al
RE (Lamirande et al 1966) esta manera de proceder no es correc-—
ta, y es preferible el tratamiento del sobrenadante, libre de
mitocondrias, con el detergente; asi se previene cualquier al-

teracidén de los polisomas (Bont et al 1965, Blobel y Potter
1966).



sl

Otros métodos de obtencidén de microsomas "brutos" son el de
la precipitacidén con iones divalentes, el de filtracidn en gel
de exclusidén molecular y la centrifugacibén en gradiente de den-
sidad. Varios son los autores que proponen un método de obten—
cién de microsomas por agregacidén con iones divalentes, prin-
cipalmente por el Ca (II) (Kamath y Narayan 1972, Schenkmanny
Cinti 1972, Albretch et al 1974, Ecobichon 1976, Kovarova 1976).
Al afiadirse los cationes (8 mM y pH 7,5) al sobrenadante post-
mitocondrial se produce una agregacidn de las vesiculas micro -
somales, Los microsomas asi obtenidos son bastante andlogos a
los no agregados, si bien, en el proceso se desprenden los ri-
.bosomas en gran proporcidn. Una variante de este método aprove-
cha la disminucidn de la solubilidad a pH ligeramente inferior
a 5,5 , con lo que se produce una precipitacién isoeléctrica de
microsomas "dcidos" andlogos a los obtenidos por otros métodos
(Fry y Bidges 1974). Un método andlogo es el descrito por Van
der Hoeven (1981), que trata al sobrenadante post-mitocondrial
con "polietilenglicol 6000" para que precipiten con mds facili-

dad los microsomas.

La obtencidn de microsomas por filtracidn en gel es un méto-
do limpio, pero largo. La técnica es simple y consiste en fil-
trar el sobrenadante post-mitocondrial a través de una columna
de Sepharose 2B. Se consigue la obtencidn de dos picos de pro-
teina, uno correspondiente a los microsomas, que sobrepasa el
1imite de exclusién de la columna y otro que corresponde a la
fraccidn soluble del tejido. La ventaja del método es que se ob-
tienen unos microsomas exentos de protefnas de la fraccién so -

luble adsorbidas en las membranas (Tangen et al 1973).

Blume (1979) ha conseguido la separacidn de los microsomas
contaminantes de la fraccidn mitocondrial por centrifugacidn
de la suspensidén de mitocondrias "brutas" 2n un gradiente de

"Percoll". Los microsomas obtenidos ocupan una Unica banda en
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el tubo de centrifuga y no se ha conseguido la separacién en

subfracciones.

La dificultad de subfraccionar los microsomas "brutos", con-
siste en obtener preparaciones activas tanto de enzimas asocia-
dos a las membranas como en la incorporacidén "in vitro" de ami-
nodcidos en proteinas. Los resultados obtenidos mestran que
el método de Tata (l972) es, también, el adecuado. Como se in-
dica en la figura 1, se obtienen dos fracciones por medio de un
gradiente discontinuo de sacarosa : la correspondiente al RE 1li-
so (microsomas lisos) y la correspondiente al RE rugoso (mi -
crosomas rugosos). Los microsomas rugosos se pueden subfraccio-
nar, 2 su vez, con la obtencidn de tres fracciones, una de las

cuales corresponde a los ribosomas libres.

Para la separacidén de las membranas rugosas y lisas, Lee et
al (1969), han usado la centrifugacién zonal, misntras Ichisi -
ta et al (1972) han logrado idénticos resultados por medio de
electroforesis zonal., Ultimamente, Kiang et al (1978) han lo-
grado la separacidn de hasta cinco subfracciones de microsomas
de hfgado y de cerebro de rata con un gradiente discontinuo
(cuatro etapas) de sacarosa. No obstante, la caracterizacidn
ultraestructural de estas cinco subfracciones no es completa.
Por su parte, Azzar y Benedetto (1981) han subfraccionado los
microsomas por isotacoforesis; no se obtienen fracciones sepa-
radas y los wmicrosomas se reparten en una amplia zona que se
eluye en once fracciones en las que se demuestra una heteroge -
neidad en el contenido de los enzimas (marcadores de orgdnulos

subcelulares) ensayados.

14142 MICROSOMAS DE CEREBRO

A causa de la gran complejidad estructural del cerebro, en

cuanto al propio tejido y en cuanto a los aniveles subcelula -
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res, la caracterizacidn ultraestructural de los microsomas
dista mucho de ser tan completa como en el higado. Muchos
autores han descrito métodos de obtencidn de microsomas de ce-
rebro que difieren en mayor o menor grado segun el tipo de es-
tudio realizado (Got et al 1967, Zomzely et al 1964, Adams y
Lim 1966, Campbell et al 1966, Mahler y Brown 1968; Andrews y
Tata 1968, 1971; Merits et al 1969, Levitan et al 1972, Hemmin-
ki y Suovéniemi 1973, Tamai et al 1975, Katsuta et al 1978) .
El procedimiento de Andrews y Tata (1968, 1971) es adecuado pa-
ra el estudio de la incorporacidn de aminodcidos a protefnasa
través de los ribosomas libres o unidos a las membranas de la
corteza cerebral-de rata. En este método, el tejido se homoge -
neiza (3,5 ml/g) mediante un homogeneizador de Potter-Elvej -
hem (0,15 mm de holgura) a 800 rpm y tres impulsos. Mds de cin-
co impulsos reducen la incorporacién de aminodcidos en las pre-
paraciones finales. El medio de homogeneizacidn consiste en
sacarosa 0,25 M, KC1 0,1 M, NgCl, 12 mM y tris (50mM)-HC1l de
PH 7,4. Los microsomas "brutos" se obtienen por centrifugacidn
(105.000%g, 120 min) del sobrenadante postmitocondrial. Para

el subfraccionamiento microsomal, 14 ml del sobrenadante libre
de mitocondrias se colocan sobre 6,5 ml de sacarosa 0,8 M yel
conjunto se centrifuga a 105.000xg, 120 min. La capa de la in-
terfase , asf como el sobrenadante se desechan y el residuo se
resuspende en el medio de homogeneizacibén. La suspensibén se co-
loca sobre un gradiente discontinuo (1,0 y 2,0 M) de sacafosa

y el conjunto se centrifuga a 60.000 g, 16 h. Con ello se ob -
tienen tres subfracciones migrosomales: una algo por debajo

de la interfase 0,25-1,0 M; otra en la interfase 1,0-2,0 My
otra en el residuo. Estas fracciones son denominadas respecti -
vamente : membranas rugosas ligeras, membranas rugcsas pesadas
¥y polisomas libres. Estas denominaciones no significan que exis-

ta identidad morfolégica con fracciones similares obtenidas a
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partir de tejido hepdtico. La proporcidén relativa de RE lisoy
rugoso es pequefla en tejidos secfetores (higado , pdncreas y

tiroides) y elevada en tejidos no secretores (cerebro, rifin y
misculo) (Tata 1972).

Por su parte, Tamai et al (1974) , en estudios de caracteri-
zacién de las membranas submicrosomales en cuanto a su composi-
cién lipfdica, también logran la separacidn de los microsomas
en tres fracciones, aunque distintas a las anteriores. La ho-
mogeneizacién se lleva a cabo en sacarosa 0,88 M (4 ml/g) en
un homogeneizador de Potter — Elve jhem de 0,25 mm de holgura,

La suspensidn se centrifuga a 25.000xg, 20 min y al sobrena -
dante se le afade un volumen igual de sacarosa 1,76 M. Dos ml
de la mezcla se depositan sobre-T ml de sacarosa 0,15 My el
conjunto se centrifuga (105.000xg, 16 h); se obtienen tres
fracciones : una en la interfase 0,15-—1,3 M, otra en el resi-
duo y otra entre ambas. Respectivamente, las fracciones son de-
nominadas : ligera de superficie lisa, de superficie rugosa y

pesada de superficie lisa.

La aparente diferencia en los resultados de Andrews y Tata
(1968, 1971) y los de Témai et al (1974) puede no- ser tal. Los
primeros, en su esquema, desechan una fraccidn que estaria com-
puesta de membranas lisas. Los segundos, en cambio, subfraccio-
nan estas membranas lisas y no hacen lo propio con las rugosas
que obtienen en un Unico residuo. Por su parte, Kiang et al
(1978) mediante un gradiente discontfnuo de sacarosa entre 0,5
y 1,3 M, y con un medio de homogeneizacidn ligeramente distin-
to (sacarosa 0,3 M, fosfato sédico 1 mM y EDTA 0,1 mM de pH7,5)

obtienen cinco subfracciones de microsomas de cerebro de rata.

Como variante de estos métodos, que son los mds ampliamente
usados, cabe resefilarse el de Got et al (1967) para aislar
fracciones submicrosomales de cerebro ovino. E1l método estd

basado en el de Dallner y Nilson (1966) y la obtencidn de mi-
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crosomas por centrifugacidén del sobrenadante post - mitocon -
drial se lleva a cabo en presencia de CsCl 15 mM. E1 subfqac—
Ccionamiento se efectua a partir del sobrenadante post —mito -
condrial (solo o'enriquecido con el residao microsomal), me -
diante gradientes discontinuos de sacarosa y agregacidn de las
subfracciones por cationes . Al final, se obtienen tres subfrac-
cioneslsin denominacidn especifica : 1la II que se agrega con

Cs (I), la Ibque se agrega con Mg (II) y no con Cs (I) y 1la

I a que no se agrega.

La complejidad del tejido cerebral se pone de menifiesto al
estudiar el esquema de obtencidn de membranas plasmdticas de
cerebro de rata adulta (figura 2) (Morgan et al 1971). En €1,
se desecha la fraccidén microsomal, aunque cabe esnerar una com—
plejidad proporcional en ella, que supone muchas limitaciones
para la obtenéidn de fracciones subcelulares concretas. Con

el tejido hepdtico no se presentan limitaciones de este tipo.

Una de las fracciones empleadas en el presente trabajo, es
la constituida por vesiculas sinépticas_que, tras la homogenei-
zacibén, estdn contenidas, en gran parte, en la fraccidn sinap-
tosomal (figura 2). Esta fraccidn corresponde a las terminacio-
nes nerviosas colavsadas (Levitan et al 1972, Morgan et al 13971).
En el método de centrifugacidn diferencial descrito (Andrews y
Tata 1968, 1971), junto con la fraccidn mitocondrial precipi -
tan los sinaptosomas. A partir de esta fraccidn éonjunta, Soller
et al (1973) proponen un método sencillo de obtencidn de vesi-
culas sindpticas, tras un tratamiento hipoosmético de la frac -
cién (véase 5.5). BEn el caso de existir vesiculas sindpticas
libres (no contenidas en los sinaptosomas) en el homogeneiza -
do, aguéllas irfian por su tamafio , a formar parte de la fraccidn
microsomal "bruta" tras un proceso de centrifugacidén diferen -

cial (Kakiuchi et al 1981).



HOMMOGEMATE
Opercent N wcrowe-E0TA: poicssium  srospiale
I
1000g « 'smin

A

[
=
woared wom mrvsT-EDTA-m prosciae

1000q = 15 rmen

pocied woernaonis
i

1000g [ 15man

T PR
N500g & 2orren ol
b=s 5..._aafn.;“x'.'an‘; !‘.-n'llq i Crese nob

|
padet ira:.llon) dscardad .
3. Mees: ey vy stose ETA  ponassiiiny -phiosoRols

|

150g |- 25man

CRUDE MITCCHCONERIA
wiaperced N wcrose - EDTA. o prosciare

percend Feoll n

wcrose - EDTA. pocked froctons © o o

POfTRMLT  phonorole
SYNAPTOSOMES

B I diured wih vl wcroee -

S EOTA.
53500g = mrrv\p MTM? i

iiﬂiﬂq x erren
[
pelier

washed wih u-]rvu-EDTA-pouM proaphom

11500qg 1 25ren

et
waperded 1 EDTA- portssasm phosnake
&0mig oran
I
. 1.|mq]1 15rwn
|
upernorant
25(}”9'; 12n
1
bt
wnpended n EDTA. poscssaum prosahcte
D5 A bron
ors o g (£ o)
S 4+ 8
250009 » 120mn 12
L—‘ 535009 x 120mn

pedlet
wapended 0 EU"A-ms:-um proaphare

11500?-: 20rmn

e rnatond
78 cocql. Q0min -
1

MEMBRANES

Fig. 2. Flow sheet for the preparation of synaptic plasma membranes. G values are as caleulated
for the centre of the centrifuge tube. Time of centrilugation from beginning ol acceleration to
beginning of deceleration. Sucrose-EDTA-potassium phosphate and EDTA - potassivn phosphian

are denned in the text.

livchon. Biophys. Aeta, 241 (1971) 737-751



_13_

1.2 PROTEINAS Di LAS MEMBRANAS MICROSOMALES

La composicidn quimica de los microsomas de higado de rata
(tabla II) es compatible con los modelos estructurales asi co-
mo con sus actiﬁidades enzimdticas y de sintesis proteica. ILa
cantidad de proteina, fosfolipidos, RNA y glucdgeno, referidos
en la tabla II (Tata 1972) es similar a la descrita por otros
autores (Reid 1967). La distribucidn relativa del RNA de di-
ferentes tamafios en el RE liso, es distinta a la de los poli -
somas o ribosomas del RE rugoso o libres, en los gque el 90%:191
RNA estd compuesto de particulas 28 S y 18 S. En las membranas
~lisas, hay gran cantidad de RNA 7S:, el cual podria resultar
de la degradacidén del RNA ribosomal (Scott—Burdén vy Hawtrey
1969).

Ia contaminacidn de 1las membranas microsomales de misculo y
de cerebro de rata, por otrés fracciones subcelulares, impide
una comparacidn significativa con los datos referentes al hi -
gado. No obstante, en la tabla III se establece una comparacidn
entre la fraccidn pesada de membranas rugosas y la de poliso -
mas libres del método de Tata (1972). La proporcidn RNA/fosfo -
1ipido de los microsomas rugosos refleja la densidad de empa -
quetamiento de los ribosomas en las membranas del RE. Asi, la
fraccidn pesada rugosa de misculo y cerebro se parece mds a la
ligera rugosa de hfgado. La baja proporcién RNA/fosfolipido en
las membranas microsomales de cerebro refleja la contaminacidn
por material lipfdico dentro del que se incluyen las vainas

mielinicas.

Las tablas IV y V muestran datos andlogos a los de las ta -
blas II y IIT si bien con las subfracciones obtenidas por
Kiang et al (1978) y Tamai et al (1974) de los microsomas de
cerebro de rata. Al comparar los resultados, se observan dife-

rencias entre las fracciones obtenidas por distintos autores.



Table 2. CHEMICAL  COMPOSITION () WHOLE  MICROSOMES  AND SUBMICROSOMAL
AL Ju % ¢ e ~
IRACTIONS® OF RAT LIVER (Tata 197 2)

Fration Protein Phospholipid . S}NA Glyeogen

(mg per g-equiv. of liver)
Whole microsomes 19:442-2 75+13 38+02 43-8+96
Smouth membranes 7-6+1-5 353407 014006 20+0-5
Light rough membrane 29408 09403 IRUE VR +3+1:2
Hueavy rough membranes 45405 1 3+0-3 21 +04 B0+2:0
Free polysonies H+0-2 002 03401 252+ 60

* Fravtiunanon (i Chant 1) using Sprague-Dawley ran of 150 1 180 g ted ad [ibitm,

Flivwe walyien doe nst regrresent toal anrian o hepan microsnies but aboue 60" of humvgenate KNA o recovered
av whasle i Fosenies

Table 3. HELATIVE RNA, FROTEIN AND PHOSPHOLIFID CONTENT OF MEMBRANE-BOUND AND
FREE RIBOSOMES FROM BRAIN AND MUSCLE (Tata 1972)

; S RNA P-lipid RNA
Thsie Fraction Protein Protein P-lipd
Brain Membrane-bound 013 0-23 0-35

Free polysomes 0-70 010 7:00
Muscle Membrane-bound 0-35 0-38 091
Free polysomes 0-27 010 2:00

Micrusomal sublractions were prepared s deseribed in the text Eavh value is the mean ul duphy st determinanons far
8 to 12 preparations of bram and 4 of muscle. The vanauon was wichin + 5%, Membrate-bound fraction refers anly
to the "heavy rough microtomey’ (from Andrews and Tata, 1971),

TABLE I¥ Composition of Brain Microsomal Sublractions. (Kiang et al 197{3)

sublraction no, total
1 k] k] 4 5 mMICrosumes

sucrose molarit 0.5 0.7 0.9 1.1 peller®
protein (%) d 16 19 28 30 7 100
RNA (ug of P/mg of protein) 0.5 0.9 1.2 28 109 -}?
[Nat-K*]ATPase 44 6.5 5.3 71 33 5.8
NADPH-cytochrome ¢ reductase 0.65 0.36 0.27 0.31 0.39 0.33
phosphediesterase © 04l 0.50 041 0.28 0.14 0.30
K*-dependent phosphatase 1.9 32 0 2.5 {3&3’:6 35 .
acid phosphatase 1.2 2.0 3.0 2 9 23 2
acetylcholinesterase 314 5.7 14 28 2.2 :

“ Mcan values from three to five determinations. Enzyme activities are expressed as umol of substrate utilized or product formed per mg
of protein per h. ® Sedimented through 1.3 M sucrose. © Only 35% ol the protein in this sublraction resediments with the membranes used
for RNA and enzyme assays.




TABLAS V a y b (Tamai et al 1974)

Tante V2
Amounts of Protein, RNA, Na.K-ATPase, and Lipid Classes in Rat Brain Submicrosomal Membrane Fractions

Protein RNA Na,K-ATPase
umol Pi
released /h/g
mg/g wel wt wet wi of
Submicrosomal memhranes of tissue Recovery® pa/E wet wt of Lissue tissue Recovery
% %
Rough-surfaced 1.4 1.3 233 2.5 0.3
Heavy smooth-surfaced 35 3.2 62 S4.4 6.6
Light smooth-surfaced 14 3.1 14 36.3 4.4
Total 8.3 7.6 309 912 1.3
Cholesternl Phospholimd Lipid-NANA
ug/e wet wi ug/E wel wi up/e wet wi
Submicrosomal membranes of lissue Recovery of tissue Recovery of tissue Recovery
% % %
Rough-surfaced 27 0.2 95 0.3 0 0.0
Heavy smooth-surfaced 565 34 1,749 4.6 26 6.5
Light smooth-surfaced 1,679 10.1 2.922 7.7 31 7.7
Total 2,271 13.7 4,766 12.6 57 14.2

* Recovery ol components with respect Lo brain homogenate.

Na, K-ATPase (umol /mg protein)
RNA r/lg/mg Pro‘te?n)
0.0

1.0 100.0
1 1
‘ . :
Rough e : ' 1
: nE— [ ] Na K-ATPase
o
BEREEN  CHOLESTEROL
PHOSPHOLIPID
Heovy ] CEREBROSIOE
Smooth LIPID-NANA
Lighf
Smno”‘l
) T T

0.1 10
LIPID ¢umol /mg protein)

Taste V. b
Comparative Study of the Lipid Class Compositions in Rough- and Smooth-Surfaced Microsomal Membranes

Lipid class (umol/mg protein)
Na,K-ATPuse

RNA (ug/mg {(umal Pi Choles- Phospho- Ganglio-

Submicrosomal membranes protein) released /h/mg prolein) lerol lipid Cercbroside side*
Rough-surfaced 166 1.8 0.05 0.31 ND 0.00
Heavy smooth-surfaced 18 15.5 0.42 0.70 0.0-0.02 0.03
Light smooth-surfaced 4 10.7 1.28 1.10 0.12 0.02

* Ganglioside content is expressed as micromoles of lipid-bound NANA.
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Estas diferencias se acentian al comparar con los datos obteni-

dos con los microsomas de cerebro de oveja (Got et al 1967).

La presencia del RNA en las membranas microsomales se debe,
principalmente, al dcido nucleico de los ribosomas presentes
en ellas. Aunque existen proteinas constituyentes de los ribo-
somas, la mayor parte de las protefnas microsomales se encuen -
tran inclufdas en vesiculas o bien, interaccionan con las mem -
branas y los lipidos que las constituyen (proteinas de membrana).
Muchas de las proteinas presentes en los microsomas tienen acti-
vidad enzimdtica, la cual se conserva tras el tratamiento nor -
-mal de aislamiento de los microsomas (Tata -1972,. Tangen et

al 1973).

El comportamiento de las protefinas de las membranas ha per -
mitido clasificarlas en dos grupos, basdndose en la estabilidad
de la uﬁidn; son estos : las proteinas periféricas y las protei-
nas constituyentes. Las proteinas periféricas se hallan unidas
débilmente a la membrana correspondiente, mientras que la unidén
de las proteinas constituyentes con la membrana es estable y
suelen desempefiar funciones definidas. El distinto comportamien-
to parece, por tanto, residir en el diferente papel estructu-

ral de ambos tipos de proteinas.

g I g PROTEINAS CONSTITUYENTES

Las proteinas constituyentes "estdn unidas fuertemente a 1la
membrana y exhiben importantes interacciones con los lipidos
de la membrana" (Singer 1972, 1974). Singer, qué propuso esta
divisién de las protelnas de la membrana, considera que, por
los criterios de la tabla VI, del 70 al 80% de las proteinas de
la membrana son constituyentes. Recientemente se han construi-
do sistemas por recombinacidén entre bicapas fosfolipidicas vy

proteinas constituyentes (Pink y Chapman 1979), como la cito-
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cromo oxidasa (Hoffman et al 1981) o la banda 3 de la membra-

na eritrocitaria (Lukakovic et al 1981).

TABLA VI

PROPIEDAD

P. PERIFERICA

P. CONSTITUYENTE

Condiciones para
disociarse de

la membrana

Tratamientos suaves
Basta con fuerza
idnica elevada o
quelantes de iones

metdlicos.

S2 necesitan agentes
que rompan la unidén
hidrofébica : deter -
gentes, dis. orgdni-
cos, iones caotrdépi-

cos.

Asociacidn si -
multdnea a 1lipi-
dos cuando se

disocian

Libre de 1lipidos

normalmente.

Asociada a lipidos
normalmente cuando

se solubiliza.

Solubilidad
tras la

disociacidén

Soluble y molecu-
larmente disper -
sada en tampones

acuosos neutros.

Insoluble habitual-
mente o0 agregada en
tampones acuosos

neutros.

Criterios de clagificacidén de las proteinas de membrana

(Singer 1974).

En determinadas ocasiones se evidencia que las protelnas

enzimdticas que son constitutivas, requieren lipidos para su

actividad (Singer 1974); tal es el caso de la 5N purificada

de higado de rata cuya actividad depende de los

fosfoiipidos

(Widnell y Unkeles 1968, Widnell 1974, Hardonk et al 1978 ) .

No obstante, la aplicacidén de los criterios de la tabla VI tie-—
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ne sus limitaciones. Asi, la acetilcolinesterasa se solubiliza
con NaCl 1,2 M, y junto con ella se solubilizan lipidos, por
lo que habria que considerarla como una proteina constitutiva
y no periférica (Singer 1974). En otras ocasiones se obtienen
fragmentos, por digestién protedsica de enzimas constitutivos,
que son solubles, pero hay que tener en cuenta que aquéllos
son solo fragmentos de la préteina constituyente (Strittmat -
ter y Velick 1956, Strittmatter et al 1972, Singer 1974). A ve-
ces se réquieren'técnicas tan complejas como las de inmunoci-
toquimica para demostrar que la tubulina no es una proteina
constitutiva de la membrana granular de las células adrenales

en cultivo (Bader et al 1981).

Los ejemplos de protefnas constituyentes mejor estudiados
estructuralmente, los constituyen una protefna de la nmembrana

eritrocitaria (Singer 1974), el citocromo b_ (Strittmattery Ve-

lick 1956, Strittmatter et al 1972), y una zlicoproteina del
virus de la estomatitis vesicular que, en la iafeccibén, se sin-
tetiza como un componente del RE rugoso (Lodish y Rothman 1979).
Todas ellas constan de una "cola" rica en aminodcidos de ca -
racter hidrofdébico que ﬁenetra e interacciona con la parte no

polar de la bicapa lipidica{

En general, se concluye que las proteinas constituyentes
son de cardcter anfipdtico, con la parte hidrofilica expuesta
al medio acuoso y la hidrofébica embebida en la membrana (Sin -

ger 1974) (figura 3).

FIGURA 3.- ESQUEMA DE DOS DE LAS FOR-
MAS EN QUE IAS PROTEINAS CONSTITUTIVAS
M SE FTUEDEN ASOCIAR A LAS MEMBRANAS.
M (2) Molécula simple

=

(b) Agregado de subunidades
(Singer 1974).

e
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Gofii et al (1977) en un estudio en el que comparan la hi -
drofobicidad de los aminodcidos que componen las proteinas
constituyentes, periféricas y citosolubles, concluyen que, en
el orden mencionado, la hidrofobicidad disminuye. Estos resul-
tados contrastan con el comportamiento de la 055 alcohol iso -

prenoides fosfoquinasa de Staphilococus aureus que tiene un

66% de restos aminodcidos no polares y es soluble. Por supar-
te, la caltrina (protefina constitutiva de membrana) solo con -
tiene un 46% de tales restos aminodcidos. En conjunto, parece
que sea mds significativa la disposicidén de los restos aminod-
cidos no polares en la estructura terciaria o cuaternaria de

las protefnas (Singer 1974).

Los terminales hidrof{ilicos de las proteinas constitutivas,
que estédn expuestds al medio acuoso y cuya conformacidén nati -
va determina su actividad enzimdtica o antigénica, no se unen
a detergentes no idnicos. Las porciones hidrofdbicas, embebidas
a la membrana, se unen a detergentes no idnicos y la unidén hi-
dréfoba no afecta apreciablemente a la actividad. En contras -
te, los detergentes idnicos, como el SDS, no solo dispersan las
protelnas de membrana, sino que las inactivan de forma andloga

a como sucede con las proteinas citosolubles (Singer 1974) .

Entre los ejemplos de protefinas constituyentes, merecen con-
siderable interés algunas respounsables de las actividades en -
zimdticas consideradas como marcadoras de orgdnulos subcelula-
res del tejido hepdtico. Tanto la 5’Nucleotidasa (5'N) y la
adenilato ciclasa (marcadores de membranas plasmdticas), como
la monoamino oxidasa, la succinato citocromo c¢ reductasa y la
citocromo oxidasa (marcadores de mitocondrias), o como la glu-
cosa - 6 - fosfatasa y la NADPH citocromo ¢ reductasa (marcado -
res del RE y del aparato de Golgi) son consideradas proteinas
constituyentes y necesitan un tratamiento con detergente para

su liberacidbdn de las membranas. La fosfatasa dcida, marcador
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de los lisosomas es considerada un enzima citosoluble, que se
libera del interior de los lisosomas al tratar éstos con unde-
tergente. Lo mismo ocurre con la glutamato deshidrogenasa que
se libera del interior de las mitocondrias. (Nakai et al 1969;

Weihing et al 1972; Benedetto et al 1979, Blume 1979)

Dallner y Nilsson (1966) han comprobado en higado que, las
actividades especificas de glucosa - 6 - fosfatasa y NADPH cito-
cromo ¢ reductasa, en el neonato son mds elevadas en el RE ru-
goso que en el liso , mientras . ocurre lo contrario con la
ATPasa. En el adulto, en cambio, no hay diferencias marcadas
entre un tipo de membranas y otras. Eﬂ'estudios realizados en

higado de primate (Erythrocebus patas) adulto y fetal, se ha

demostrado que los enzimas marcadores de membranas plasmdticas
mitocondrias, lisosomas, peroxisomas vy microsomas, se encuen -
tran en la fraccién nuclear, en la mitocondrial, en la micro -
somal y, a veces, - incluso en la fraccidn soluble (Benedetto
et al 1979). Nakai et al (1969) han discutido el que los enzi-
mas marcadores sean en realidad oproteinas estructurales de
la fraccidn considerada . En la fraccidn de ribosomas o de po-
lisomas, no se pone de manifiesto 1la presencia de ninguno de

estos enzimas (Tata 1972).

En las membranas de cerebro no se han realizado estudios de
actividades enzimdticas tan extensas como en higado. Ello, en
principio, es debido a la contaminacibdn de las fracciones. No
obstante, es posible ademds, que el mapa de enzimas marcadores
de orgdnulos subcelulares en higado, en misculo y en cerebro
difiera . en alguna medida. En las fracciones microsomales ¥y
submicrosomales de cerebro no se estudia la glucosa - 6 - fosfa-
tasa (Morgan et al 1971, Tamai et al 1974, Kiang et al 1978),
considerado como marcadof de la fraccidén microsomal de higado
(Benedetto et al 1979). Exdctamente lo contrario ocurre con la

acetilcolinesterasa que se encuentra en microsomas de cerebro
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y no se estudia en los de hfgado (Tamai et al 1974, Morgan et
al 1971, Svensson et al 1972, Tata 1972, Weihing et al 1972,
Tangen et al 1973, Kiang et al 1978, Benedetto et al 1979) .
Ademds, los microsomas de cerebro tienen una fuerte actividad
Na - K - ATPasa (Tata 1972, Tamai et al 1974) y tampoco carecen
de la de NADPH - citocromo ¢ reductasa (Tata 1972). Al compa -
rar las cinco subfracciones microsomales aisladas por Kianget
al (1978), la mayor diferencia encontrada entre ellas es su
contenido en RNA mientras que las actividades enzimdticas en-—
sayadas (entre ellas, 1la NADPH citocromo ¢ reductasa, la Na-K -
ATPasa y la acetil colinesterasa varian en un margen no muy am-

plio.

La 5’'Nucleotidasa, enzima del metabolismo purinico, que se ha
estudiado en este trabvajo, se considera marcador de las membra-
nas plasmdticas (Evans y Gurd 1973; Depierre y Karnovsky 1974b;
Brake et al 1978, Benedetto et al 1979). No obstante, también
se acusa su presencia en otras fracciones subcelulares como en -
la nuclear (Reid 1964, Tjernshaugen y Gautvik 1976) y en los mi-
crosomas (Song y Bodanski 1967, Widnell y Unkeles 1968, Dosset
al 1979). Algunos autores han demostrado inclusd que la 5‘Nu -
cleotidasa (5°N) es un ectoenzima (Riemer y Widnell 1975, De -
pierre y Karnovsky 1974 a) aunque Zachowski y Aubry (1977) in-
dican que existe actividad 5°N ligada a la cara interna de 1la
membrana citoplasmdtica . Por su parte, Stanley et al (1980)
presentan evidencia de que existe yna relacidn dindmica entre
el enzima intracelular y el localizado en la superficie celu -
"lar. En trabajos muy recientes , Zachowski et al (1981) demues-
tran que la 5°N de la membrana plasmdtica de células tumorales
es una proteina constituyente que atraviesa en su totalidad

la membrana.

|
|
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1.2.2 PROTEINAS PERIFERICAS

Aunque Singer discute la existencia de tales proteinas, las
define como protefnas que aparecen débilmente unidas a su
membrana respectiva y parece que no interaccionan con los 11 -

pidos de la membrana (Singer 1974).

Como ejemplos de proteinas periféricas existe el citocromo
¢, el complejo de la espectrina y la & -=lactalbimina (Singer
1974, Deas et al 1978). El citocromo ¢, que estd unido a dos
enzimas relacionados con la funcidn del transporte electrdni -
co, se obtienen libre de lipidos al tratar la membrana mito -
condrial interna con KCl 3 M. La espectrina, de la memhrana
efitrocitaria, es un complejo de cinco subunidades, de las cua-
les, al menos dos, se separan con EDTA 1 mM. La & -lactalbimi-
na, antes considerada como proteina citosoluble, es un compo -

nente del complejo lactosa sintetasa de la gldndula mamaria.

Segin Singer (1974) estas tres proteinas estdn unidas a 1la
membrana respectiva por unidén especifica con una proteina
constituyente particular. La unidén especifica podria ser and-
loga a la interaccidn entre las subunidades d'y'rﬂ de la hemo-
globina. Asi, estas proteinas periféricas serfan como las cabe-
zas polares de las proteinas constituyentes. También de la frac-
cidén microsomal de cerebro de buey se ha aislado una proteina
de membrana que es capaz de unirse a la calmodulina (Kakiuchi
et al 1981). Estas uniones se han comprobado de forma inequivo-
ca en bacterias (Singer 1972, 1974). Las bacterias gram + por
tratamientos con lisozima, EDTA o choque osmético, liberan un
5% de la protefina total en forma de enzimas (5°N, fosfatasa
alcalina, ribonucleasa etc.), y de proteinas de ynidén periplas-
mética (PBP). Estas PBF son protefnas periféricas que, al pa -
recer, se unen a protelnas constvituyentes e intervienen asien

el transporte especifico de metabolitos a través de las mem -
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branas celulares.

Cabe pensar que las proteinas periféricas existen en dos es-
tados y solo se produce la unidén en uno de estos estados. Ello
estaria en relacidén con la teoria de Masters (1977, 1978 a y b)
de los enzimas "ambicuos" Que existen en dos formas en equili-
brio, una . unida a la membrana y otra no. Asi, la fumarato re-
ductasa se libera al tratar con wm medio adecuado los esfero -

plastos preparzdos a partir de células de Clostridium formicoa-

ceticum ; con este medio, la liberacidn de enzimas citoplasmd-
ticos (enzima mdlico o acetato quinasa) es minima (Dorn et al

1978).

Solo con la tabla VI, sin datos estructurales,no se puede
distinguir entre una proteina periférica y una proteina con-
taminante o una proteina constituyente poco embebida en la ma-

triz lipfidica de la membrana (Singer 1974).

Incluso un- 40% de las protefnas del transporte electrdnico
se pueden solubilizar de las membranas por tratamiento con
agentes caotrépicos como el fon SCN (I) (Hatefi y Hanstein
1969). Toda proteina que .interaccione de forma hidrofdébica con
la membrana podria ser una proteina constitutiva. Ello inclui-
rf{a a casi la totalidad de las proteinas citosolubles las cua-
les poseen manchas hidrofdbicas y son capaces de interaccionar
con geies que poseen colas‘hidrofdbicas (Cuatrecasas y Anfon-

sen 1971; Hofstee 1973, 1976; Hjerteen 1976).

Son bastantes los trabajos que describen la interaccidn de
enzimas, tradicionalmente considerados como citosolubles, con
las membranas de la célula. Numerosos enzimas glucoliticos se
aislan asociados, en parte, a estructuras subcelulares; el mds
estudiado en este sentido es la hexoquinasa que se asocié a
la fraccidn mitocondrial de misculo pectoral de pollo (Sout -

hard y Hultin 1972 a y b) y de cerebro de rata (Felgner y Wil-
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son 1977), con una elevada afinidad por las membranas microso-
mal y mitocondrial externa e interna (Spydevold y Borrebaek
1968). La aldolasa se asocia a la fraccidn membranosa subcelu-
lar de higado (Roodyn 1957) y misculo de rata (Starlinger 1967,
Arnold 1968) y misculo de conejo (Arnold y Pette 1968)., También
la lactato deshidrogenasa (LDH), enzima que se ensaya como
marcgdor de la fraccibén citosoluble, se aisla asociada a la
fraccidén particulada subcelular de misculo pectoral (Hultin et
al 1972, Melnick y Hultin 1973) y de higado de pollo (Sagris -
t4 1979), de mdsculo esquelético de anguila (Mattison et al
1972) y de misculo esquelético de conejo (Ferndndez - Santos
1978). Mds concretamente, en higado de rata se ha descrito que
la LDH se localiza en los microsomas contaminantes de la frac-
cién mitocondrial (Brdiczka et all973) y en las membranas ex -
terna e interna de las mitocondrias (y no en la matriz) (Skil-

leter y Kun 1970).

La malato deshidrogenasa (MDH) otra deshidrogenasa que como
la LDH se ha estudiado en este trabajo, también se asocia a
las membranas subcelulares (aun cuando es preponderantemente
citosoluble). Se ha demostrado la existencia de este enzima
en la fraccidén submitocondrial "pesada" (membrana interna y
restos de matriz) de higado de rata, mientras que la "ligera"
(membraha externa) carece de ella (Sottocassa et al 1967) .
Andlogos resultados se han obtenido con corazdn de cer@o(Com—
te y Gautheron 1978) y con higado de pollo (Elduque et al 1982).
Estos resultados estdn de acuerdo con la interaccidn que exis-
te entre la MDH y los lipidos de membrana como la fosfatidil-
colina, la cardiolipina y la lecitina (Dodd 1973, Comte y Gau-

theron 1978).

Otros enzimas citosolubles que se han encontrado en las frac-
ciones membranosas subcelulares, son la adenosina desaminasa

(ADA), 1a guanina aminohidrolasa (GAH) y la purinnucledsido
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fosforilasa (PNP), los cuales iﬁterviénen en el metabolismo pu-—~
rinico. Asi, se halla actividad ADA (y también LDH) asociada a
las subfracciones celulares y submitocondriales de cerebro de
rata y se observan aumentos de actividad al tratar previamente
las fracciones con tritén X-100 (Pull y McIlwain 1974). Io
mismo ocurre con la GAH cuya actividad se encuentra en las frac-
ciones nuclear, mitocondrial "ligera" y "pesada" y microsomal
de cerebro de rata, y aumenta al afiadir tritdén X-100 (Kumar et
al 1965). Con la PNE se ha demostrado que estd presente en

la membrana plasmdtica y se ha sugerido que actﬁa como trans-
portador de nucledsidos a través de la membrana, individual -
mente (Dowd et al 1977) o junto con la hipoxantin - guanin fos-
forribosil transferasa HGPRT), otro enzima del metabolismo

de las purinas (Cohen y Martin 1977).

1.2.3 PROTEINAS DE MEMBRANA RELACIONADAS CON LOS
COMPUESTOS PURINICOS., HIPOTESIS DE BURNSTOCK

Otro tipo de protefnas, enzimdticas o no, relacionadas con
el metabolismo de las purinas son.las que se encuentran como
receptores en la superficie celular. La elevada sensibilidad de
las membranas celulares de musculo liso y cardfaco frente a los
nucledtidos y nucledsidos purinicos fué citada por vez primera
en 1929 por Drury y Szent - Gyorgy. Holton (1959) sugirié que
el ATP era liberado durante la estimulacidn antidrdmica de los
nervios sensores. Se ha propuesto también que la adenosina es
un regulador fisioldégico del flujo sanguineo en diversos sis -
temas vasculares y que interacciona con receptores especificos
(Berne 1963, Schrader et al 1977). E1l ATP ademds, interacciona
con el receptor purinico (Pg) ligado al transporte idnico en
células de epitelio renal cultivadas (Simmons 1981). El aporte
purinico por parte de la sangre (Lerner y Lowy 1974) ha sido

demostrado en células de médula dsea de conejo (Yamada 1961) .
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En ratas jdévenes existe una elevada incorporacidn de guanina en
las células cerebrales; esta incorporacidn es mucho mayor gque
la producida en células de ratas adultas y la guanina incorpo -
rads es metabolizada a guanosina y a nucledétidos de guanina
(Nakagawa y Gureff 1973). También en linfocitos (Straus et al
1976) y plaquetas (Sixma et al 1976) humanas hay dos sistemas
de transporte de adenosina; uno de baja afinidad que permite
su fosforilacibén a AMP y la suposicidén de una estrecha relacidén
" del transvortador con la adenosina quinasa asociada a la mem -
brana‘(Rubio y Berne 1969). Al ser estas proteinas de trans -
porte, o relacionadas con él, deben. ser constituyentes, o al
menos, deben interaccionar con proteinas constitutivas de las

membranas.

Al centrar el estudio de: 1la influencia de los derivados ﬁuri-
nicos en el sistema nervioso, Burnstock en 1972 propuso lahi-
pétesis del "nervio purinérgico". Sefun esta teoria , un nu-
cledétido purinico, probablemente. el ATP, es un neurotransmisor.
En efecto, en el sistema nervioso autdnomo y mds concretamente
en el tracto gastrointestinal, dicho nucledtido es el princi -
pal transmisor liberado de los nervios no-adrenérgicos y no-co- :
linérgicos (Burnstock 1972 a y b; 1973). Desde la formulacidn
de la hipétesis, se han desarrollado un gran numero de investi-
gaciones qﬁe la apoyan y se sugiere la presencia de nervios pu-
rinérgicos en una gran variedad de drganos, como pulmén, trd -
quea, eséfago, ojos y sistema cardiovascular entre otros

(Burnstock 1975 a y b; Coleman 1973 a y b).

También existen detractores de la teoria, que se apoyan en
la dificultad de obtener pruebas rigurosas que demuestren la
hipétesis del nervio purinérgico. Ambache et al (1977 a y b)
opinan que a) el ATP estd envuelto en una multitud de reaccio-
nes bioquimicas celulares entre las cuales estd la de actuar

asaciado a neurotransmisores cldsicos; b) el ATP, a veces, pro-
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voca la liberacidén de neurotransmisores de las sinapsis, como

lo puede hacer también el idén'K (I) o la tiramina, y ¢) no se
han encontrado drogas que bloqueen de forma especifica los re -
ceptores o que potencien la accidn de los transmisores purini-

cos (Ambache 1980).

Sin embargo, el conocimiento de los nervios purinérgicos es
ayn escaso en comparacidn con la gran cantidad de trabajos acu-
mulados sobre los nervios adrenérgicos y colinérgicos. En los
tejidos en los cuales se ha demostrado la presencia de nervios
purinérgicos, éstos presentan en sus sinapsis vesiculas morfo-
légicamente distintas de las de los otros tipos de nervios.
Asi, aquellos muestran predominantemente "grandes vesiculas
opacas" (LOV); los colinérgicos presentan "vesiculas pequefias
y claras" (AGV) y los adrenérgicos tienen "vesiculas granula -
res" grandes (LGV) y también pequefias (SGV) (Burnstock 1981
ay b).

Segin Burastock (1972 a y b, 1975a ¥y b , 1980, 1981 a y b)
las pruebas que hacen pensar en que el ATP es el transmisor li-
berado en los nervios no adrenérgicos, no colinérgicos y pre-
suntamente purinérgicos, son las siguientes : a) la sintesis y
el almacenamiento de ATP en los nervios y més concretamente en
las LOV; b) la liberacidén de ATP cuando se estimulan los ner -
vios; ¢) la actuacidén del ATP exdégeno aplicado que también
provoca respuestas post — sindpticas; d) la presencié en las
células nerviosas de ATPasa activada por el idn Mg (II), de
5’N y de ADA, enzimas que metabolizan el ATP, y e) la simili -
tud que ejercen algunas drogas tanto frente a la estimulacidn

nerviosa como frente al ATP exdgeno afiadido.

En el sistema nervioso central (SNC) hay evidencias que apo-
yan la actuacidén de los nycledtidos y de los nuclebsidos de pu-
rina como neurotransmisores o neuromoduladores (Burnstock 1975

b). Tanto si ello se confirma como si no, se ha demostrado la
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importancia de tales compuestos dentro de la funcidn del SNC,

Por perfusidén de -neocortex de cobaya, se ha demostrado la
liberacidn de nucledtidos de adenina y de sus derivados meta-
bélicos, al someter el tejido a estimulacidn "in vitro" (Pull
y McIlwain 1972 a y b, 1973). La adenosina es capaz de regular
el flujo sanguineo cerebral : tal como se ha probado en casos
de hipoxia (Berne et al 1974, Rubio et al 1975). Con estos ¥y
otros resultados andlogos, se ha sugerido un papel neurohumoral
para los derivados de adenina en el SNC (Heller y McIlwain 1973,
Burnstock 1975 b). No obstante, se ha comprobado dltimamente .
que, la liberacidén de purinas no estd relacionada con la des -
polarizacibén sino que se produce en el periodo inmediato de
post - despolarizacidén y a causa del movimiento de iones aso -
ciado (Ca (II) primordialmente) (Hollins et al 1980). También
existen casos de liberacidn de ATP y/q aéetilcolina de sinap -
sis colinérgicas puras (Silinsky 1975, Morel y Meunier 1981).

A pesar de ello, las metilxantinas.modulan la liberacidén de pu-
rinas, por lo que es posible la existenciaen cerebro de recep-
tores especificos para estos compuestos purinicos (Stone et al

1981).

. Hace tiempo que se conoce que, la aplicacidén de adenosina o
de ATP a varias regiones del cerebro, produce cambios biogui -
micos y electrofisioldgicos (Babskii y Malkinan 1950, Galindo
et al 1967, Schneour y Hansen 1971). Reciprocamente, al some-
ter a neuronas corticales a estimulacidn eléctrica, se libera
adenosina, la cual causa inhibicidn profunda de la excitabili -
dad de la corteza cerebral(Iversen et 21 1971). También, el pa -

rdsito unicelular (Trypanosoma crugi) que produce la enferme -

dad de Chaga (con desdérdenes neuroldgicos), no es capaz de
sintetizar su propia adenina (Ferndndez y Castellani 1958) ni
de efectuar la sintesis "de novo" de purinas (Gutteridge vy Da-

vies 1981), y produce una anormalidad estructural de las vesi - |
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culas grandes (LOV) en los nervios purinérgicos del intestino

de los pacientes (Tafuri y Maria 1970).

La importancia de los compuestos purinicos en la funcidn del
SNC no se basa de forma Unica en las evidencias fisioldgicasy
biogquimicas comentadas. Existen datos que conducen a pensar
que los nucledtidos y nucledsidos purinicos tienen un papel
esencial en aspectos del comportamiento y en desdrdenes psi -
gquidtricos (Burnstock 1975 b). La infusidbn de AMPC en el hipo-
tdlamo induce suefio fisico y electrofisioldgico (Marley y Nis-
tico 1972). La inyeccidn de ATP al ventriculo lateral de ce -
rebro de gato, produce debilidad muscular, ataxia y tendencia
al suefio. Cornford y Oleadorf (1975) han demostrado que exis -
ten dos sistemas de tranéporte de purinas a través de la ba -
rrera hematoencefdlica, uno para adenina y otro para adenosi-
na, guanosina, inosina y uridina; los autores ven eﬁ ello re -
lacidén con la aciduria ordtica, enfermedad hereditaria que

provoca un crecimiento y desarrollo retardados.

También los nucledtidos de adenina han sido involucrados en
estados depresivos (Hansen 1972, Abdullah y McFarlane 1972, Mo-
yes 1973). En pacientes con estados esquizofrénicos o de de -
presidn psicética y neurética, el nivel de ATP y/o de adenosi-
na es elevado en sangre, asi como el de AMPC en orina (Paul et
al 1970, Brown et al 1972, Hansen 1372, Hansen y Koudi 1974).
También varf{a el nivel de nucledsidos en cerebro tras la ad -

ministracidn de antidepresivos (Halcak et al 1974).

Aunque queda mucho por investigar para conocer el papel exac-—
to de las purinas en el SNC, dentro del aspecto bioquimico, es
preciso seguir estudiando el metzbolismo purinico en cerebro .,
En uno de sus aspectos, conviene investigar la localizacién y
el comportamiento de los enzimas del metabolismo purinico, en
fraccidén soluble y también en sinaptosomas y en vesiculas si -

ndpticas; también en microsomas que, en cerebro bovino, con -
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tienen parte de las vesiculas y membranas sindpticas (Kakiu -
chi et al 1981). Ello ayudard a comprender ciertos aspectos
tales como la captacidn de adenosina tritiada por ciertas cé -
lulas de corteza cerebral de varios origenes, que es metaboliza-
da y trasladada , por flujo axdnico, hasta los terminales ner «
viosos donde se liberan inosina e hipoxantina (Trams y Lau -
ter 1975 , Schubert y Kreutzberg 1975). También es necesario
conmprender cémo el aumento del nivel de hipoxantina e inosina,
a expensas del de adenosina en casos de isquemia cerebral, se
traduce en cambios electrofisioldgicos en dicho tejido (Kleié
hues et-al 1974). Recientemente se ha demostrado que tanto la
inosina como la hipoxantina se unen al receptor de la droga
benzodiazepina (relajante, hipnética y antoconvulsiva), con
una afinidad mayor en cerebro que en tejidos periféricos (Asa-
no y Spector 1979). Es de destacar ademds el hecho de que la
carencia genética de hipoxantin—guanin.fosforribosiltraﬁsfera—
sa, produce el si{ndrome de Lesch - Nyham, con retraso mental,
automutilacidn y muerte temprana (Lesch y Nyham 1964, Seegmil-

ler et al 1967).

Existen evidencias de que enzimas tales como la adenosina de-
saminasa , que se encuentfan en la fraccidn soluble de prdcti -
camente todos los tejidos, y también en cerebro, tenga otra
localizacidn subcelular mds concreta. En células cerebrales en
cultivo, de wvarios origenes, se ha encoantrado para la ADA una
localizacién subcelular paralela a la de la 5°N que es un enzi-
ma marcador de la membréna plasmdtica (Trams y Lauter 1975).
Una localizacidn subcelular mds concreta de estos enzimas po -
drfa explicar su probable accidn de catabolizar los posibles
neurorreguladores purinicos (Burnstock 1981 a y b). Tanto la
Mg~-Ca ATPasa como la 5°'N son ectoenzimas gque se encuentran en
la superficie de gran variedad -de células eucariotas. Trams y
Lauter (1975) no descartan una andloga localizacidn para la

ADA, la cual no ha podido ser demostrada inequivocamente.




w3l

1.3 EL METABOLISMO DE LAS PURINAS EN CEREBRO

—— — —— — ——— —— —— e S S e et e

Las bases puricas, en el hombre, en los primates superiores,
en las aves, en los reptiles y en los insectos, son excretados
en forma de dcido Urico, mientras que en otros seres de dife-
rente evolucidn, lo soan como alantoina, urea o amoniaco. Es -
tas bases puricas provienen de la degradacidn de los nucledti-
dos constituyentes de los dcidos nucleicos y de otros nucled -
tidos y nucledsidos purinicos celulares que estdn en continuo
recambio (Hershko et al 1967). Sin embargo, no todas las bases
puricas son degradadas y excretadas ya que existen las rutas
llamadas de recuperacidn que las reutilizan para incorporarlas

a los nucledtidos ¥y nucledsidos (figura 4).

No obstante, no todas las bases puricas presentes en los dci-
dos nucleicos, nucledtidos y nuclebdsidos proceden de la reuti-
lizacidn de purinas, ya que existe la sintesis "de novo" de nu-
cledtidos a'partir de precursores sencillos no purinicos (Leh-
ninger 1978). Con ello, se alcanza en estado "quasi estacio -
nario" caracteristico de los sistemas vivos en sus estadios de
madurez ya que existe un cierto equilibrio entre la cantidad de
bases piricas excretadas y las sintetizadas "de novo" (figura

4).

Sin embargo, en el cerebro, donde la sintesis"de novo" es inu-
cho menor que en el higado (Howard et al 1970, Wong y Henderson
1972), o en eritrocitos donde es nula (Agarwal et al 1976), la
ruta de recuperacidén tiene mucha importancia, aunque el cono -
cimiento actual de alguno de los enzimas que intervienen en el
metabolismo general de las purinas (degradacidén ligada a la
via de recuperacidn) asf como de ciertas funciones que desarro-
llan, es muy escaso. E1l hecho de que las bases puricas puedan
ser utilizadas para la biosintesis de nucledtidos y dcidos nu-

cleicos ha sido comprobado con compuestos marcados que sirven de
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trazadores. Asi, se ha demostrado la incorporacidén de la
15N-adenina a los 4dcidos nucleicos (Brown et al 1948). Por
otra parte, existen pruebas claras que evidencian esta via de
"recuperacién". Asi, por ejemplo, hay microorganismos que re-
'quieren una o mds bases pdricas_para su crecimiento (Magasa -
nik 1962) y el desarrollo de los carcinomas solo se inhibe par-
cialmente después de un tratamiento con fédrmacos que inhiben
totalmente la sintesis "de novo" de los nucledtidos purinicos.
Sin embargo, la importancia de la reutilizacidn de las bases -
piricas depende del tipo de célula, lo que sugiere que el ni-
vel, tanto de nucledtidos, nucledsidos y vases puricas pudie -
~ra tener distinta significacidén "in vivo" dependiendo de la
especializacidn y del tipo de funcidn que desempefie la célula

(Schrader et al 1977).

Por la via de"recuperacidén", las bases puricas son converti-
das en.ribonucledtidos via fosforribosiltransferasa, con el
grupo ribosa que da el 5’-fosforribosil-l-pirofosfato (PRPP).
Los enzimas aislados que catalizan estas reacciones son la
adenin fosforribosiltransferasa (APRT) y la hipoxantin-guanin
fosforribosiltransferasa (HGPRT); la primera incorpora la ade-

nina y la HGPRT 1la hipoxantina y la guanina.

Las bases puricas hipoxantina y guanina, proceden de la de -
gradacidén ‘e interconversidén de nucledtidos y nucledbdsidos. Sin
embargo, el origen de la adenina es desconocido y se& cree que
su procedencia es de origen exogénico (Murray 1971), si bien
no se encuentra en cantidades apreciables en suero (Smith et
al 1977), ' aunque se ha podido obtener "in vitro" por hidré-
lisis de la adenosina en pequefia cantidad por accidn de la pu-
rinnucledsido fosforilasa (PNP) muy purificada (Zimmerman y

Hiech 1970).

Un segundo tipo de reacciones recuperadoras, estd catalizada
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por la PNP mediante su actividad transferdsica que requiere
ribosa—l—fosfato'(R—i—P) para transformar la guanina y la hi-
poxantina en los correspondientes nucledsidos. Este enzima ca-
taliza la reaccidn reversible de hidrdélisis de los nucledsidos
guanosina e inosina a las correspondientes bases puricas 1li-
bres (Barker y Gillam 1960, Friedkin y Kalckar 1961, Gardnery
Kornberg 1967, Kim et al 1968 a, Agarwal et al 1969, Muraka-
mi et al 1971).

Pero las citadas vias de recuperacidén, tienen muy poca acti-
vidad "in vitro" comparadas con las que representaﬁ los enzi -
mas degradativos gque, por una serie de transformaciones, con-
ducen a los nuclebétidos y a los nucledsidos, 2 la hipoxantina
y la xantina, las cuales dan lugar a la formacidn de 4cido dri-
co por accidn de la xantina oxidasa (X0) en la mayor parte de
los tejidos. Sin embargo, en cerebro, la actividad de este en-
zima es prdcticamente nula si bien algunos autores y por méto-
dos muy sensibles, fluorimétricos, han indicado que existe una
pequefia cantidad en cerebro de rata (Markley et.al 1973). Con
ello, el producto final de la degradacidn en cerebro no es el
dcido Urico, sino la xantina y la hipoxantina, siendo, al me -

nos esta Ultima, susceptible de ser recuperada via HGPRT.

Esto conduce a pensar en la existencia de interacciones pro-
fundas que dependen de la funcidn caracteristica del tejido.
De un lado, la poca o nula actividad X0 en cerebro, hace pen -
sar en una mayor recuperacidén de purinas que es 1légica al ser
muy deficiente la sfintesis "de novo" en este érgano (Howard et
al 1970). Por otro lado, también se sugiere la posible toxici-
dad del 4cido UYrico para el tejido nervioso en general o el ce-
rebro en particular., Por dUltimo, se debe considerar el papel
purinopoyético del higado (Lerner y Lowi 1374 , Pritchard et
al 1975), confirmado en médula ésea de conejo (Yamada 1961) y

que aporta via sangre nuclebtidos, nucledsidos y bases piricas
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a diversos tejidos paliando asf el efecto de una alta degrada-
cidén frente a una pequefia recuperacidén y casi nula sintesis

"de novo" en algunos tejidos, incluido el cerebro.

Por otra parte, pudiera muy bien suceder que las rutas de -
gradativas se hallasen de alguna forma reguladas, siendo su
actividad "in vitro" superior a la que exhiben "in vivo". As{,
tanto la guanina como la hipoxantina proceden de la degrada -
cibén de los nucledtidos y al considerar la degradacidén de es -
tos "in vivo" hallamos, en primer lugar, el IMP como &je cen-
tral de la sintesis"de novo" de las purinas (figura 4). Este
puede, o bien degradarse a inosina por accidn de la 5°N, o
bien transformarse en AMP o en GMP; los cuales podrian incor -
porarse a los dcidos nucleicos o a otros nucleédtidos relacio-
nados (ATP o GTP, por ejemplo), o degradarse, asimismo por ac-
cibén de la 5°N, transformdndose en adenosina y guanosina res -

pectivamente. A su vez, la adenosina, puede fosforilarse a ANP
~ por accién_de una quinasa muy especifica (Smith et al 1977 ,
Agarwal et al 1976) o bien, degradarse (con la misma velocidad
"in vitro" en hepatocitos de rata (Smith et al 1977) ) por ac-
cidn de la.adenosina desaminasa, transforménddse en inosina.
Posteriormente, los nucledsidos formados (guanosina e inosina),
pueden ser -convertidos en las bases puricas libres (guanina e
hipoxantina, respectivamente) por accién de la PNP, y finalmen-
te, la:guanina puedé ser transformada en xantina por la GAH, Si
no hay xantina oxidasa, la via degradativa concluye aqui y no

se produce dcido drico.

Asi pues, la via degradativa es intrincada y compleja pudien-
do estar sometida a regulacidén de todo tipo en cada uno de los

enzimas implicados.

En los mamiferos, en experimentos realizados "in vitro", pre-
valece la transformacidén a xantina, y es el cerebro el Sérgano

que presenta una actividad mds alta de GAH (Kumar et al 1967,
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1970, 1972), lo que sugiere que la xantina, y también la hi -
poxantina no recuperada, son evacuadas del cerebro por el to-
rrente sanguineo tras superar la barrera hematoencefdlica. A
un posible nivel elevado de xantina en el cerebro no se le ha
podido asignar un papel fisioldgico'y cabe esperar que la de-
saminacién de la guanina esté sujeta a una regulacidn intrace-

lular muy concreta en el cerebro.

Como todas estas vias han sido estudiadas "in vitro"™ y con
enzimas parcialmente purificados, cabe pensar en la posibili-
dad de extrapolacidén de los resultados al sistema "in vivo".
Henderson et al (1977) hicieron un estudio "in vivo" sobre el
comportamiento de los engimas del meta%olismb purinico traba-
jando con células intactas y hallaron casos en los que la ex-
trapolacidén de los resultadoé obtenidos en homogeneizados con-
cuerdan con los obtenidos en células intactas, mientras que en

otros muchos casos hallaron resultados discrepantes.

Al extrapolar los resultados de los enzimas estudiados "in
vitro" al comportamiento de los enzimas en células intactas,
se han de tener en cuenta todas las posibles desigualdades en-
tre los sistemas "in vivo" e "in vitro", como pueden ser:

(a) Vias metabblicas interrelacionadas

(b) Actividades intracelulares de los enzimas

(e¢) Regulacidén enzimdtica tanto a nivel meta -
bdlico como genético

(d) Concentraciones intracelulares de metabo-
litos.

Los mismos autores sugieren (Henderson et al 1977) que el
esquema de la figura 4 tiene limitaciones y que, aun cuando
es correcto no es completo; ya que se omiten las vias de sin-
tesis y el catabolismo de los coenzimas nucleotidicos, y tam-—
bién hay procesos que pueden ser catalizados por méds de un en-

zima, dando lugar a nuevas vias del metabolismo de purinas.
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Se conocen muchos casos en los que se manifiesta la impor -
tancia de las vias alternativas del catabolismo de los éubs—
tratos tanto en células intactas como en incubacidén "in vitro™
Asi, se puede demostrar la actividad de la HGPRT en extractos
' de cerebro dé ratén con altas concentraciones de guanina y de
PRPP, pero esta reaccidén no ha podido ser demostrada en frag-
mentos de tejido de cerebro de ratén incubados "in vitro"
(Wong y Henderson 1972). También "in vitro", la guanina es de-
saminada tan rdpidamente a xantina por la GAH que casi no per-

mite recuperar la guanina a GMP por la HGPRT.

Igual .ocurre para la sintesis de nucledétidos a partir de la
hipoxantina en células que tienen apreciable actividad XO0; ¥y
para la adenosina en células en las que haya gran actividad
ADA. Se han hecho estudios para comparar la velocidad de for-
macidén de nucledtidos a partir de precursores purinicos ra -
dioactivos en células intactas (Smith et al 1977), pero es
énormemente complicado debido a las diferentes alternativas

que hay por el substrato marcado dentro del metabolismo puri -

nico.

También las concentraciones intracelulares dél substrato
‘pueden limitar la actividad de los enzimas. Tal es el caso de
la formacidén de nuclebdtidos por la APRT y la HGPRT en células
intactas, ya que la velocidad de sintesis es solo el 22% de 1la
actividad total encontrada en homogeneizados (Henderson et al
1975 a). Esta diferencia puede ser debida ademds de a las ba -
Jas concentraciones de adenina, guanina e hipoxantina, ala li-
mitacidn del PRPP asequible, dado que este se encuentra en
muy baja concentracidén en las células y que su sintesis estd

regulade por la concentracidén de fosfato extracelular.

La diferente actividad que muestran los enzimas en extrac -
tos ¥ en células intactas también puede ser debida a la alter-

nativa de que los substratos sean utilizados en la ruta anabé-
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lica o enla catabdlica, con atencidn especial a la reacciébn
reversible que cataliza la PNP, La localizacién intracelular
de los enzimas v de los substratos, la presencia de inhibido-
res o activadores, el medio idnico y el entorno hidrofdbico

son factores a tener en cuenta.

A pesar de todo ello, hay evidencia de que algunos enzimas
tienen actividades andlogas en las células intactas y en los
homogeneizados (Henderson et al 1975 b). También se han for -
mulado muchas hipdtesis sobre el papel regulador que juegan
estos enzimas en las células intactas y, en algunos casos, se

ha demostrado (Bagnara et al 1974).

Con estas y otras evidencias, como las deficiencias ligadas
a la carencia de tipo genético de alguno de estos enzimas (Ho-
ward et al 1970), la inmunodeficiencia por carencia de ADA, o
PNP é 5’N (Ackeret et al 1976, Siegenbeek et al 1976 a y b,
Van der Weyden y Kelley 1976, Van der Weyden et al 1976, Bu-
rridge et al 1977, Carson et al 1977, Dinescu-Romalo et al 1977,
Hirschorn y Sela 1977, Edwards et al 1978 a y b, Gadjus et al
1978), el distinto nivel enzimdtico seguin el tejido en estu-
dio; la modificacidén de este nivel durante el desarrollo (Klu-
ge et al 1974), en las transformaciones neopldsicas (Formeis—
ter y Tritsch 1976, Dinescu-Romalo et al 1977) en la diabetes
(Israelson y Tengrup 1980), y dependiendo de la dieta (Lee et
al 1973; Kumar, Sitaramaya y Krishnan 1970, Pandd et al 1962,
Sitaramaya et al 1974, Kizaki y Sakurada 1977), hace pensar en
una regulacidn a nivel genético, tanto de sintesis de proted -
nas como de represién y des-represidén de los genes que codi -
fican estos enzimas (Hitchings y Falco 1944, Scazzochio y Dar-
lington 1968, Howard et al 1970, Ackeret et al 1976, Formeis-
ter et al 1976, Edwards et al 1978, Gadjus et al 1978).

Los enzimas que se han estudiado en este trabajo, relaciona-

dos con el catabolismo de las purinas, han sido, la ADA, 1g
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GAH, 1la 5N y 1la PNP.

La adenosina desaminasa (ADA, figura 4) se halla ampliamen-
te difundida en la naturaleza con una funcidén primordial en la
degradacidén de los dcidos nucleicos y de los nucledtidos de
adenina. Asi, en eritrocitos, al incubarlos cbn adenosina, se-

obtienen fundamentalmente, NH, e IMP, mientras que la misma

3
incutacidén, con inhibidores de la ADA, permite la incorpora-'
cidn de la adenosina al acervo de los nucledtidos de adenina.

No obstante, su funcidn no es la misma en todos los tejidos ya
que se ha demostrado que la extensién de la inhibicidn "in vi-
vo" por 2‘-desoxicoformicina (andlogo de la adenosina), es de-—

pendiente del tejido (Tedde et al 1979).

La ADA se encuentra en prédcticamente todos los tejidos ani-
males (Giusti 1974, Adams y Harkness 1976, Van der Weyden y Ke-
lley 1976) tanto de mamiferos (Brady y O0‘Conell 1962, Osborne
¥ Spencer 1973, Cartier y Hamet 1976, Chang y Glatzko 1976,
Siegenbeek et al 1976, Carson et al 1977, Daddona y Kelley 1977,
Fonoll 1981), aves (Hoagland y Fischer 1967), anfibios (Ma y
Fischer 1968) o incluso moluscos (Aikawa 1959, 1966; Umemori-
Aikawa y Aikawa 1974; Aikawa et al 1977, Aikawa y Aikawa 1981).
Si bien se halla fundamentalmente en la fracciédn solﬁble, su
presencia en otras fracciones subcelulares se ha discutido.
Jordan et al (1959) localizan la actividad ADA en la fraccidn
soluble de cerebro de ratén y de roedores y encuentran que, el
65,3% de la actividad en cerebro de conejo estd en la fraccidn
soluble y el 32,2% en el residuo de células rotas (nidcleos, mi-
tocondrias y microgomas); en las mitocondrias se localiza el
9,5% y el 10,1 en la fraccidén nuclear. Mustafa y Tewari (1970),
han indicado la existencia de una actividad latente en la frac-
cidn mitocondrial de cerebro de fatén ¥ que se pone de mani -
fiesto al tratar con tritén X-100. Por centrifugacidn diferen -

cial localizan el 96% de la actividad total en la fraccidn so-
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luble, con una distribucidn muy parecida a la de la GAH. Sin
embargo, Pull y McIlwain (1974) sitdan la actividad ADA que
Mustafa y Tewari (1970) encuentran en la fraccidn mitocondrial,
en los sinaptosomas gque se aislan con la fraccidn mitocondrial
bruta. Van der Weyden y Kelley (1976) han encontrado actividad
ADA asociada a las membranas microsomales en tejidos de pro-
cedencia humana. Por su parte, Polyakowa y Malisheva (1961),
localizan la actividad ADA en la fraccidn soluble de cerebro

de conejo, si bien hay mds en la materia blanca, seguida de la

médula espinal, cerebelo, materia gris y nervio cidtico.

Ya se ha sefialado el importante papel de los nuclebtidos de
adenina y de la adenosina ; por ello, fisioldgicamente, la ADA
es especialmente importante en este tejido. Asi, en casos de
deficiencia de ADA se produce una sobreexcitacidn nerviosa
(Burnstock 1975 b). También el papel de la ADA merece ser des-
tacado en el metabolismo de los elementos formes de la sangre,
va que su deficiencia, en el hombre, provoca inmunodeficien -
cia ; sin embargo, no se ha establecido de forma inequivoca
que, la adenosina o la desoxiadenosina, por si mismas, sean
téxicas para los linfoblastos o para los linfocitos (Benke y
Dittmar 1976, Carson et al 1976, Dinescu-Romalo et al 1977 ,La-
pi y Cohen 1977, Lillie y Cohen 1977 , Hersfield et al 1977,
Hersfield y Kredich 1978, Grunwald et al 1978, Snyder et al
1978, Worthmann et al 1979, Thuillier et al 1981). Mills-et al

(1981) han descrito la ausencia de ADA eritrocitaria no ligada
a inmunodeficiencia. También existen casos de una superproduc-
cidn excesiva de ADA con sindrome de anemia hemolitica. La en-
fermedad es hereditaria y la hemolisis puede ser debida a una
incapacidad en la reutilizacidn adecuada de los nucledtidos de
adenina, de la cual, los eritrocitos, incapaces de la sinte -

sis "de novo", son muy dependientes'(Valentine et al 1977).
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La guanina aminohidrolasa (GAH, figura 4) se halla amplia -
mente distribuida en la naturaleza y se encuentra en bacterias
(Rabinowitz y Barker 1956), invertebrados (Davies 1959), pe -
ces (Roy 1966) y mamiferos (Schmidt 1935, Galilea 1981). En
los mamiferos, la actividad se -halla prdcticamente en todos
los érganos (Lamirande et al 1958, Bendich 1955), aungue es
en cerebro donde se halla en ﬁayor proporcidén. Asi, Talwar
(1961) demostré que, en rata, la actividad de este tejido es
dos veces superior a la de higado y muy superior a la de otros
drganos. Sin embargo, en cerebro de cobaya y de conejo, la ac-
tividad no es comparativamente tan elevada como en rata y en

ratén (Vilella 1971, Audy et al 1969).

Kumar et al (196%, 1966, 1967 y 1972) encuentran que la ma-
yor cantidad de actividad GAH se halla en la fraccidn soluble
de cerebro de rata, pero que también estd presente en la frac-
cién particulada, siendo la fraccidén mitocondrial ligera espe-
cialmente rica. Ademds, en la fraccidn mitocondrial pesada, se
halla una proteina adicional que actda de inhibidor natural
del enzima de la fraccidn soluble y no del mitocondrial (Ali
et al 1974). Se ha indicado que, en la fraccidn soluble de ce-
rebro de rata, se encuentran dos formas del enzima, A y B, que
se pueden separar por cromatografia en DEAE - celulosa (Kumar
et al 1972). Estudios cinéticos, inmunoquimicos y electroforé-
ticos, revelan que el enzima mitocondrial es andlogo a la for-

ma A citosoluble (Neu y Winshell 1970).

Debido al activo recambio de los nuclebdtidos y nucledsidos

de guanina (Mansoor et al 1963, Josan y Krishnan 1968, Sita -
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ramaya et al 1974) asi como a que el P se incorpora mds a nu-

cledtidos de guanina que a ATP en cerebro de rata estimulado
eléctricamente (Mansoor et al 19635, la GAH debe ser un enzima
regulador del nivel de estos nucledtidos y nucledsidos de gua-—

nina, Josan y Krishnan (1968) han asignado al isoenzima B de
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higado de rata y al A de cerebro de raténun papel .catabdli-
co al estar regulados por GTP o alantof{na. Por el contrario,

el isoenzima A de higado de rata y el B de cerebro de rata y
de ratén, pueden ser biosintéticos y producir xantina de ma-
nera regulada (Krishnan y Kumar 1973). Existen casos de xan -
tinuria en los que parece que el inhibidor mitocondrial del
enzima juega un papel principal, y Kumar (1970) postula que su
ausencia total o parcial puede hacer que la xantina oxidasaru:l
pueda convertir toda la xantina, procedente de la actividad
GAH, en dcido drico. Hay evidencia de una posible relaciénen-
tre la deficiencia o ausencia del inhibidor mitocondrial en
cerebro humano, con un acusado retraso mental e incluso muer -
te (Kumar y Rathi 1976). Por dltimo, cabe destacar que, enlos
tejidos de cerdo, la mayor actividad GAH se encuentra en ce -
rebro, mientras que estd ausente en higado, rifién, bazo, cora-
zén y sangre (Rossi et al 1978, Carpene et al 1976). Una de-
ficiencia del enzima, que provoca sintomas de gota por acumu-
lacién de guanina en las articulaciones, puede ayudar al ma-

yor esclarecimiento de su papel fisioldgico (Bendich 1955).

La 5‘Nucleotidasa (5°N, figura 4) es especifica para 5’ribo-
nucledtidos y 5’desoxiribonucledtidos monofosfato de purina.
Su actuacidn se centra en el primer eslabdn del catabolismo de
los mononuclebdtidos procedentes de los dcidos nucleicos o de
los restantes nucledtidos, hacia la produccidn de dcido drico.
A su actuacidn ,ayudan dos fosfatasas inespeci{ficas que también
pueden desfosforilar los mononucledtidos : la dcida y la alca-
lina (Hasunuma e Ishikawa 1977, Tjernshaugen 1978). En tejido
hepdtico de rata también existe un enzima con actividad 3’y 5°
Nucleotidasa tanto para ribo como para desoxiribonucledtidos,
si bien es mucho menos especifico para los 5‘ribonucledbtidos

(Tjernshaugen y Fritzson 1976).
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La 5°N se halla ampliamente difundida en todas las especies
animales, desde microorganismos (Dvorak y Heppel 1968; Hasu-
numa -e Ishikawa 1977, Holy y Plsek 1976) hasta en el hombre
(Song y Bodanski 1966), pasando por toro (Bodanski y Schwartz
1963, Levin y Bodanski 1966), pollo (Itoh et al 1967, 1978;
Naito y Tsushima 1976), rata (Fritzson 1968, 1969; Fleit et al
19753 Riemer y Widnell 1975; Carraﬁay et al 1976, Nakamura
1976; Van der Berghe et al 1977; Tjernshaugen 1978), ratén (Su-
ran 1973), cerdo (Burger y Lowenstein 1970, 1975; Dornand et
al 1977), buey (Losowsky 1966, Mallol 1981), cordero (Ipata
1967) y otras especies (Zachowsky .etal 1977 a y b).

Se ha demostrado su amplia distribucidn en todos los teji -
dos de una misma especie.'En tejidos humanos, los mds ricos en
5°N son el tiroides, las paredes de la aorta, el testiculo y
el cerebro (Reis 1950, 1951). En los diferentes tejidos de ra-
ta, el bazo es el que exhibe la mdxima actividad especifica,
que es muy alta en timo y en la mucosa del intestino delgado,
y es notable en médula {ésea, pdncreas, rifidn, testiculo, pul-
mén e higado. En cerebro y en corazén , la actividad es algo
menor (Tjernshaugen y Fritzson 1976). No se ha detectado acti-

vidad 5'N en suero de rata (loc cit).

Su distribucidén intracelular depende del medio usado en la
homogeneizacidn. Si ésta se hace con detergentes, se obtiene
evidencia de la existencia de mayor actividad 5’N no encon -
trada al utilizar los métodos corrientes (sacarosa isotdénica)
en higado de rata y pollo (Tjernshaugen y Gautvik 1976, Tjerns-
haugen y Fritzson 1976, Itoh et al 1978, Naito y Tsushima 1976).
Ello es debido a que la 5°N se considera un enzima de membra-—
na que es marcador de la membrana plasmdtica (Evans y Gurd 1973
Depierre y Karnovsky 1975 a y b, Brake et al 1978). También se
acusa su presencia en otras fracciones subcelulares como en los

nicleos (Reid et al 1964, Tjernshaugen y Fritzson 1976) y los

|
|
|
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microsomas (Song y Bodanski 1967, Widnell y Unkeless 1968,
Doss et al 1979), aunque se ha estudiado sobre todo en la
fraccidén soluble citoplasmdtica (Fritzson 1968, Naito y Tsu-
shima 1976, Van der Berghe et al 1977, Itoh et al 1978). En

cultivos celulares de Bacillus subtilis K, la actividad 5°'N

aparece tanto en la fraccidn citoplasmdtica como en la mem -
brana plasmdtica y en la pared celular, asi como en el medio
extracelular (Shiio y Ozaki 1978). Algunos autores han demos -
trado que la 5°N es un ectoenzima (Castellino y Barker 1968,
Riemer y Widnell 1975); sin embargo, Zachowski y Aubry (1977)
indican que: existe actividad 5°N ligada a la cara interna de
la membrana citoplasmdtica. Por su parte, Stanley et al (1980)
‘presentan evidencia de que existe una relacidén dindmica entre
el enzima intracelular y el localizado en la superficie celu-_
lar.‘Recientemente, por técnicas inmunoquimicas, se ha demos-
trado que la 5°N es una proteina que atraviesa la membrana ;
ademds, su cara hidrolitica puede .estar orientada hacié el
exterior o hacia la cara citoplasmdtica segin la célula (Za -
chowski et al 1981). Se ha probado también la existencia deun
enzima soluble, otro unido a membrana y otro lisosomal en hi-
gado de rata (Naito y Tsushima 1976); asi como la existencia .
de un enzima soluble, otro microsomal, otro ligado al axoplas-
ma (asociado con mielina) y otro en la membrana plasmdtica de
cerebro de ratén (Suran 1973). Pechan (1970), en cerebro de
cobaya encuentra actividad 5°N en todas las subfracciones ce-
'1u1ares, especialmente en los sinaptosomaé, aunque la mayor

actividad especifica se halla en la fraccidn de mielina.

La actividad de la 5°N, enzima de la primera etapa del cata-
bolismo purinico (figura 4), parece que estd relacionada con
la velocidad de recambio de los dcidos nucleicos, o sea, con
la vida media de la célula mas que con su actividad (Tjerns -—.

haugen y Fritzson 1976). Por otra parte, la 5°N estd mds regu-
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lada que la ADA y es inhibida por trinucledtidos, principal-
mente por ATP (Ipata 1967, 1968; Murray y Friedrichs 1969;
Fox y Marchant 1976). Esta inhibicién incide en el metabolis-
mo de las purinas y los 4cidos nucleicos, pero también en la
sintesis de coenzimas (Murray y Friedrichs 1969, Fritzson
1978).

Como es un enzima que se encuentra en la membrana plasmdti-
ca, a veces su actuacidn es acorde con su localizacidén. Asd,
en casos de anoxia, con disminucidén de ATP, la 5°N de la su -
perficie de los miocitos coronarios, se desinhibe y produce
mayor cantidad de adenosina, la cual produce una vasodilata -
cidén que contrarresta el efecto (Burger j Lowenstein 1970, 1975,
Fox y Marchant 1976, Frick y Lowenstein 1976, Heyliger et al
1981; Saito et al 1981). En linfocitos, se ha establecido
que la 5°N es un ectoenzima que regula la entrada de AMP en
los mismos, al transformar este metabolito en adenosina, que
es la que se dincorpora (Fleit et al 1975, Dornand et al 1979).
En adipocitos de rata se ha demostrado que la adenosina puede
regular la captacidn de Pi (Onisalo y Stouffer 1981) y tanto
en estas células (Newbi et al 1975) como en la superficie ex-
terna de las células musculares (Woo y Manery 1975) se degra-
dan mononucledétidos por accidén de la 5’N. En cerebro también
se ha demostrado que la 5°N es un ectoenzima (Trams y Lauter
1975) y se ha sugerido que el enzima, en los nervios purinér-
gicos, desempefie un papel de inactivacidn parecido al de la
colinesterasa en los nervios colinérgicos (Burnstock 1972,

1981 a y b).

Su deficiencia en los linfocitos, ligada al.cromosoma X,
produce agammaglobulinemia (Edwards et al 1978 a y b) y tam-
bién su actividad estd muy disminuida en las leucemias y en
las mononucleosis infecciosas (loc cit). También su carencis

0 su disminucidn de actividad en los eritrocitos estd relacio-
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nada con la anemia hemolitica hereditaria (Valentine et al

1974, Harley et al 1978, Buc et al 1979, Shinohara y Tanaka
1979), o la adquirida por intoxicacidn por plomo (Valentine
et al 1976). Su ausencia acarrea la acumulacién de nucled -

tidos en los eritrocitos (Paglia y Valentine 1975).

La purinnucledsido fosforilasa (PNP, figura 4) es bastante
especifica para guénosina e inosina, aunque también puede
reaccionar con los restantes ribo ¥y desoxirribonucledsidos de
purina (Frieﬁkin y Kalckar 1961, Gardner y Kornberg 1967, Kim
et al 1968 a, Agarwal y Parks 1969). Asi, la PNP puede ser —
vir para recuperar R-1-P o dR-1-P. El1 R-1-P se puede coﬁver—
tir en R-5-P, que puede ser usado en las demandas energéti-

cas de la célula o puede reaccionar con el ATP para dar PRPP.

E1l PRPP es un intermediario clave para la biosintesis de §5’-ri
bonucledtidos monofosfato y también puede ser utilizado por la
HGPRT o la APRT en la via de recuperacién de purinas (Parks y
Aéarwal 1972).

Aunque las reacciones de transferencia 'que catalizan enzi-
mas hidroliticos son irreversibles, la reaccidn catalizada por
la PNP puede actuar en ambos sentidos (figura 4) (Kim et al
1968 b, Krenitsky et al 1968 a).

La PNP se halla ampliamente difundida en la naturaleza, en
bacterias (Engelbretch y Sadoff 1969, Imondi et al 1970, Bea-
chan y Pritchard 1971, Murakemi 1971, Serra et al 1971, Jen -
sen 1976, 1978; Edwards et al 1978 a), aves (Murakami y Mit-
sui 1971, Manzanero 1978, Mora 1982) y mamiferos (Barker y Gi-
llam 1960, Yamada 1961, Kishi 1969, Krenitsky et al 1967,
1968 a y b; Lewis y Glantz 1976); se ha estudiado sobre todo
en eritrocitos humanos (Kim et al 1968 b; Krenitsky et al 1968
a y b; Sheen et al 1968; Pinto 1970; Agarwal y Parks 1971; Ra-
machandran e Iver 1976, Siegenbeek et al 1976). |
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La actividad de la PNP varia segin el tejido y en rata, la
mayor actividad la presenta el higado, mientras que en cere -
bro no se ha ensayado comparativamente la actividad, y en ce-
raidn es nula (Kishi 196?, Imondi et al 1970). Sin embargo ,
Stern (1952) encuentra una elevada actividad del enzima en

misculo cardiaco de buey .

En rata, en todos los tejidos estudiados, el enzima estd en

la fraccidn soluble y nunca en la nuclear (Kishi 1969). -

En Bacillus cereus se encuentran dos PNP diferentes, una en

la célula vegetativa y otra en la espora (Gardner y Kornberg

1967, Gilpin y Sadoff 1971). En Bacillus subtilis existen dos

enzimas distintos; una PNP especifica para guanina e hipoxan -
tina ¥y una adenosin fosforilasa especifica para adenosina .
Hay evidencia de que, en células humanas debiera existir este
segundo enzima, pero no se ha encontrado adenosin fosforilaéa
en organismos superiores (Jensen 1978). La PNP, al poder ac -
tuar tanto en la via biosintética como en la catabdélica, es
esencial para la reutilizacidn de riboy'désoxirribonucleésidoé
de purina en células donde falta la sintesis "de novo" de nu-
cledtidos purinicos- (Glantz y Lewis 1978, Stoeckler et al
1978); éstos pueden obtenerse tanto a partir de los nucledsi-
dos, por accidén de quinasas, como de purinas via HGPRT o APRT
(Korn y Buchanan 1955). La formicina A (andlogo de la adeno -
sina) inhibe al enzima tanto en homogeneizados como en eritro-
citos intactos. Ello apunta al papel de la PNP como regulador
del metabolismo desde otro punto de vista, ya que interviene
en el transporte mediado a través de membrana (Chao 1976,
Sheen et al 1968, Cohen y Martin 1977, 'Dowd et al 1977, Mura
et al 1978). Tanto en polioma como en fibroblastos y eritro -
citos humanos, se ha evidenciado la existencia de dos trans -
portes de inosina a través de membrana (Sheen et al 1968, Dowd

et al 1977, Parks et al 1981). Solo uno de ellos es mediado y
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requiere una fosforilasa especifica, o sea, una PNP que, en
fibroblastos, es inhibida por exceso de inosina y que actia
ligada auna fosforribosil transferasa que, al incorporar hi-
poxantina a la célula, es una HGPRT. En conjunto, la inosina
extracelular se incorpora al interior de la célula en forma
de R-1-P y de IMP, estando el Pi_y el PRPP aportados por el

medio intracelular (Cohen y Martin 1977).

Su deficiencia , total o parcial, estd ligada, como en el
caso de la ADA y la 5’N, a inmunodeficiencia (Edwards et al
1978 a y b; Siegenbeek et al 1976 b). Los pacientes tienen
una hiperactiva sintesis "de novo", hipouricemia e hipourico-
suria, pero niveles elevados de nucledsidos de guanina e hi-
poxantina en orina 'y suero (Cohen et al 1976, Siegenbeek et
al 1976 a y b, 1977). En casos de déficit parcial (50%), tam-
bién ligado a inmunodeficiencia, hay una superproduccidn de
purinas y de inosina que se excretan por orinaj; no hay aci -
duria ordética y el dcido Urico es normal en orina (Jensen
1978). En casos de gota con niveles normales de hemoglobina,
o en pacientes con el sindrome de Lesch - Nyham, la actividad

PNP se ve incrementada (Gerbaut et al 1976).
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La hipbtesis de la actuacidn de los compuestos purinicos co-
mo neurotransmisores o neuromoduladores y la modificacién de
los niveles de tales compuestos en diversas condiciones, fisio-
1égicas o no, del sistema nerviose central ponen de relieve el
interés acerca del metabolismo de tales compuestos, especial-

mente en el encéfalo.

En el presente trabajo se ha estudiado el catabolismo purini-
co en la fraccién soluble, en la fraccidén microsomal y en la
fraccidn de vesiculas sindpticas de cerebro de rata, asi como

en la fraccidén soluble y microsomal de cerebelo de rata.

Para ello se han establecido las caracteristicas cinéticas de
los enzimas del catabolismo purinico aislados en la fraccidn
soluble de cerebro de rata frente a sus posibles substratos fi-
sioldgicos y se han determinado las inhibiciones que experi -
mentan por compuestos intermediarios del metabolismo purinico
(fig 4 ). La comparacidén de las velocidades de reaccién de los
enzimas implicados ha permitido formular una hipdtesis acerca
de las distintas alternativas que se pueden producir en dicho

catabolismo.

Se han estudiado las actividades ADA, GAH y PNP, asi como
IDH y MDH ligadas a los microsomas de cerebro de rata, enzi-
mas (fig 4 ) que se han caracterizado y comparado con lasque
se obtienen en la fraccidn soluble. Se ha avanzado en el estu-
dio de los tipos de unidén de tales enzimas a la fraccidn mi -
crosomal y se ha emitido una hipétesis acerca de la validez
del uso de los microsomas en el estudio del catabolismo puri-

nico y quizds de otros metabolismos.

Se ha demostrado la permanencia de todos los enzimas estu -

diados aun después de tratamientos sucesivos de los microsomas
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con detergentes.

Se ha estudiado la unidn de la 5’N a la fraccidn microsomal
y se ha puesto de manifiesto que este enzima y también la ADA
muestran un comportamiento distinto al del resto de los enzi-
mas ensayados. Este diferente-comﬁortamiento también se ha evi-
denciado en experimentos realizados con jugos de "expresidén"
de -cerebro de rata, y al estudiar la presencia de los enzimas
en la fraccibdn de vesiculas sindpticas de este mismo tejido.
Para concluir, una vez comprobada la diferente localizacidn de
los enzimas del catabolismo purinico en las fracciones subce-
lulares, se ha establecido que los niveles -enzimdticos son
distintos, especialmente la GAH, en las fracciones soluble y

microsomal de cerebro y cerebelo de rata.

Debido al bajo rendimiento cuantitativo en la liberacidn de
los enzimas del catabolismo purinico de la fraccién microsomal
de cerebro de rata, se han ensayado medios alternativos de ho-
mogeneigacidn de los cerebros de rata, con objeto de aumentar
el rendimiento en la obtencidn de la fraccidén microsamal. Ello
ha sido posible mediante la utilizacidn de medios conteniendo
DMSO. Se han realizado experimentos comparativos para . estable-
cer posibles diferencias entre los microsomas obtenidos en
ausencia o en presencia de DMSO, que han -incluido el andlisis
de enzimas marcadores, ademds de los del metabolismo purinico.
En una extensidén de los experimentos comparativos se ha someti-
do a los microsomas a centrifugacién isopicnica en Percoll ,
filtracidén en gel de Sepharose CL 4B y enfoque isoeléctrico.

En tales estudios, los microsomas, obtenidos en ausencia o en
presencia de DMSO, se han comportado como una sola fraccidn y
los resultados han permitido avanzar en el conocimiento de

dicha fraccidn microsomal.
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La microscopia electrdnica ha permiti etheckr mis en de-
talle los componentes de la fraccidn microsomal y como se modi-
fican tras los diversos tratamientos; también se han podido
comparar, merced a esta técnica, los componentes de los mi -
crosomas cuando éstos se obtuvieron en presencia o en ausencia

de DMSO,
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3 MATERIALES

]

sl MATERIAL BIOLOGICO

El material bioldgico de partida ha sido el tejido cerebral
y cerebelar de rata. Los encéfalos fueron obtenidos de ratas
recién decapitadas y se separaron de forma sistemdtica los ce-
rebelos. Las ratas utilizadas han sido de raza Wistar, machos

vy de 200 - 300 g de peso.

En experimentos realizados con xantina deshidrogenasa (XDH),
se ha trabajado con un preparado de tejido hepdtico de pollo.
El tejido utilizado para su obtencidn procedid de animales re-

cién sacrificados.

32, PRODUCTOS

3+2sk PROTEINAS

Como proteinas estandar, en diversos experimentos y como en -
zimas acoplados para la medida de diversas actividades enzimd-
ticas, se utilizaron : seroalbumina (BSA) bovina cristalizada,
hemoglobina, ferricitocromo ¢ y ferritina (SIGMA), adenosina
desaminasa de intestino de buey (A.E. 200 U/mg proteina), gua-
nina aminohidrolasa de higado de conejo (A.E. 0,06 U/mg protei-
na), nucledsido fosforilasa de pulmdén de buey (A.E. 25 U/mg
proteina) y xantina oxidasa de leche (A.E. 0,4 U/mg protefina)
(BOEHRINGER - MANHEIM)

3e242 SUBSTRATOS, COFACTORES Y OTROS REACTIVOS

Los substratos y cofactores de los enzimas estudiados y los
reactivos usados fueron :

- 6-fosfato de glucosa, 5 -monofosfato de gua-
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nina (GMP), inosina, NAD, NADH, NADPH, riboflavina y xantosi-
na (BOEHRINGER - MANHEIM)

- dcido l-amino-2-naftol-4-sulfénico ( DESDER)

- acrilamida y N,N'-metilen bisacrilamida
(EASTMAN KODAK) '

- araldita DURCUPAN ACM, dimetilamino propio-
nitrilo, N,N,N’,N~ tetrametil etilendiamina (TEMED);(FLUKA).
- perdéxido de hidrdégeno (FORET)

- 5’-monofosfato de xantosina (KOCH-LIGHT)

- acetato de uranilo, adenina, adenosina, 5'-
monofosfato de adenosina (AMP), cocarboxilasa, dimetilsulfdé-
xido (DMSO), glicina, glutaraldehido (25%), guanina, guanosina,
hipoxantina, l-histidina, lactato de sodio 50%, dcido d,l-md-
lico, p-nitrofenil fosfato, dcido oxalacético, dxido de propi-
leno, piruvato de sodio, sacarosa, tetrdéxido de osmio , tris
(hidroximetil) amino metano, Tritén X-100, dcido drico, xan-
tina (MERCK) - _

- etanol absoluto, etilenélicol (PROBUS)

- cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT), bro-
muro de 3(4,5-dimethylthiazolyl-2-)2,5-diphenyltetrazolium
(MTT) (SERVA)

- 5’-difosfato de adenosina (ADP), azul de
dextrano, coomasie brilliant blue, Folin-Ciocalteau, '5 '-mono-
fosfato de inosina (IMP), cloruro de p-iodo nitrotetrézolium
violet (INT), d4cido maléico, metasulfato de fenacina (PMS)
(SIGMA) -

- agarosa "IEF", anfolitos 40% margen pH 3-10
y 8-10,5, "Percoll" (PHARMACIA FINE CHEMICALS)

- desoxicolato de sbdio, etilendiamino tetra-

acetato de disodio (EDTA) (UCB)

Los substratos y cofactores de los enzimas fueron, en su

mayoria, de calidad "para fines bioquimicos"; los demds reac-



-54—

tivos fueron de calidad "para andlisis".

3.3 MATERTAL DE CROMATOGRAFIA, ELECTROFORESIS
ENFOQUE ISOELECTRICO Y CENTRIFUGACION
ISOPICNICA

Los geles utilizados han sido de Sephadex G-25 (preempaque-
tados en columnas PD-10), Sephadex G-50, DEAE Sepharose CL 4B

y Sepharose CL 4B (Pharmacia Fine Chemicals).

E1l soporte electroforético empleado, aparte de los geles de
poliacrilamida, fueron tiras de acetato de celulosa (Cellogel),
que se conservaron sumergidas en metanol al 40% antes de su
empleo. Las fuentes de corriente continua empleadas en elec -

troforesis , han sido ATOM 500.

En los experimentos de electroenfoque se usaron disoluciones
de anfolitos del 40%, de margen de pH 3-10 o de 8-10,5 (Phar-
macia Fine Chemicals). Para la preparaciédn de las placas de
agarosa, que es el soporte del electroenfoque analitico, se
usé "Gelbond film" (Marine Colloids Division). La fuente de
corriente continua y de potencia constante que se empled en
tales experimentos fué de Pharmacia Fine Chemicals, modelo
ECPS 3000/150. En el llenado y posterior elucidén de la colum-
na de enfoque isoeléctrico preparafivo, se usaron dos bombas

peristdlticas Gilson MINIPULS II.

En la formacidbén de gradientes para los experimentos de cen-
trifugacidén isopicnica, se usaron disoluciones stock de "Per-

coll" (Pharmacia Fine Chemicals).
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4 METODOS

4.1 PREPARACION DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO
DE RATA PARA TOS ENSAYOS CINETICOS

Los cerebros de las ratas se homogeneizaron en sacarosa 0,25
M (1 g de tejido/6,5 ml de disolucidn) mediante un homogenei-
zador de Potter-Elvehjem (B. Braun Mensulgen) a 1.000 rpm, 15
impulsos. La suspensién se centrifugdéd (18.000xg, 30 min a 42°C).
El sobrenadante se ultracentrifugd (rotor 35 FA a 105.000xg, 90
min a 42C; ultracentri{fuga Beckman L-5-75 H). E1 sobrenadante
se dializé (Visking tubing, 16 h a 49C) frente a 500 voldmenes
de tampén tris (34 mM)-HC1l, pH 7,4 y,. por Ultimo, se centrifu-
gé (20.000xg, 15 min a 42C). La disolucidn final contuvo 2+ 0,1
mg protefna/ml, as{ como 0,0080 U/mg protefna de ADA, 0,017
U/mg proteina de 5°N, 0,051 U/mg proteina de GAH y 0,052 U/mg
proteina de PNP. | '

Una unidad (U) se define como la cantidad de enzima que cata-
liza la conversidn de 1 Pmol de substrato en 1 min a 37°2C, bajo
las condiciones de trabajo. Los substratos elegidos han sido la
adenosina para la ADA, la guanina para la GAH, la inosina para
la PNP y el AMP para la 5°N. La concentracidn de substrato fué
de 100.PM en todos los casos.

4.2 OBTENCION DEL PURIFICADO PARCIAL PARA 10S
ENSAYOS CINETICOS

Para alguna de las inhibiciones estudiadas, se ha reqﬁerido
la Separacién del enzima en estudio de otros enzimas que trans--
forman el producto inhibidor. La disolucidn enzimdtica descri-
ta se sometié a una cromatografia en DEAE-Sepharose CL 4B (véa-—

se 4.17.2)  equilibrada con tampén tris (34 mM)-HC1 de pH7, 4.
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Ia elucién se efectud mediante un gradiente de NaCl entre Oy
0,3 M en el mismo tampén, con lo que se consiguid la separa -
cién de la ADA, la GAH y la PNP (figura 5). Se recogieron las
siguientes fracciones : ADA 0,16 mg proteina/ml y 0,14 U/mg-,

. exenta de GAH; 5'N' 0,19 mg proteina/ml y 0,076 U/mg; y PNP
0,65 mg proteina/ml y 0,30 U/mg, exenta de GAH y de ADA,

4.3 PREPARACION DE LA FRACCION MICROSOMAL Y
SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA

Los cerebros de las ratas se homogeneizaron en el medio A,
que consté de-sacarosal0,28M , tris 25 mM, EDTA 1 mM, ajus -
tado a pH 7,4 con HCl. En los experimentos en los cuales se
ha determinado la actividad 5’N, se ha prescindido del EDTA

que enmascara de forma prdcticamente total dicha actividad.

La relacidn ml de A/g de tejido, fué de 6,5. En los casosen
que esta relacidén se vidé modificada, se hard mencidn explici -

ta en la parte experimental.

La homogeneizacidn se llevd a cabo mediante un homogeneiza -
dor de Potter-Elvejhem (B. Braun Melsungen, entre 95 y 115 po
de holgura)a.SOO rpm, 15 impulsos. La suspensidn se centrifugd
(12;500xg; 30 min a 49C) para eliminar las células no rotas,
los nicleos, las mitocondrias y los sinaptosomas. El sobrena-
dante se ultracentrifugé (rotor 35 FA, 105.000xg, 90 mina 4°C,
ultracentri{fuga Beckman L-5-75 H). El residuo constituyd la
fraccidén microsomal y el sobrenadante, tras pasar por una co.-
lumna PD 10 (Sephadex G-25, Pharmacia Fine Chemicals), consti -
tuyd la fraccidn soluble en los experimentos de comparacidn con

las actividades enzimdticas ligadas a los microsomas.

Este método de obtencidn de la fracecidn microsomal es el
propuesto por Schneider y Hogeboom (1950); en é1 se considera

como tal 1la fraccidn Que precipita a 105.000xg tras la elimi-



(eruotndTs eurdyd BT Ud BHUTIUOD) TW 67 ¢S op sauotodoeaq °*(saTe3ol Tw 00L) WE0 £ 0
oJjUd TOBN °p 93udTpead unm uod £ $¢, pd op TOH —(wu $€) sTay ugdurey us epeaqrrnba (Tw g§  oOyodT
9p uQUWNTOA €y, 007 X oC PUUNTOO BT W00 QZTTEaIX 3§ e} yeasojeuword ey (v 9segA) ASOUVHIIS-AVAQ
NI VIAVMOOLVWOND ¥Od VIVY da Oodgaydd HA FTANTI0S "NOIOOVYA VI 3d TVIOUVd OAVOLAI¥Nd NA F@ NOIONALEO —*S VMMOLJ

oqny U 00} 0S
4200
4 Y000
-
4 H.HE\ u.mo&
{1 vay
oqny gu 001 0S oqry U 001 0S

b v

00

S1¢0

(W)
(TO®N)




: °IoBN Op 93usTpets To Jrpau ered QUTWIALIP OS
SopynTe SOT 2P PEPTATIONpPUOd ¥ ‘U QL7 ® PTOURQIOSqQY *: BUF330.IJ °NiS £ dNd ‘HVD VAV SOpPepTATIOV
—*(ugToenuriuo)) § VINOILA

oqny su 00T 0S

2000

A

000

(Tu/aeor)
N1§

oqny su 001 0s

¢
1 19% 4 S00°0
] coto {s10%
1 (rw/aeord) | (r/awor)
1 dNd . HVD



~59~

nacién de mitocondrias y nicleos de un homogeneizado del teji-
do correspondiente, en un medio isoténico de sacarosa. Cuando
se modifique este método se hard mencidn explicita en la par-

te experimental.

4,4 PREPARACION DE LA FRACCION MICROSOMAL Y
SOLUBLE DE CEREBELO DE RATA

Las fracciones microsomal y soluble de cerebelo de rata se
obtuvieron de la misma manera que cuando se ‘trata ° de ce-

rebro (Véase 4.3).

4.5 ~ OBTENCION DE LA FRACCION DE VESICULAS
SINAPTICAS DE CEREBRO DE RATA

La fraccidn de vesiculas sindpticas de cerebro de rata se ha
obtenido por el método de Soller et al (1973) el cual es una
modificacién del de Whittaker, Michaelson y Kirkland (1964).

Unos 20 g de tejido, consistente en cerebros seccionados en
su mitad superior, se homogeneizaron en 10 voldmenes de saca-
rosa 0,32 M. La suspensidn se centrifugd a 1.000xg&, 10 min pa-
ra eliminar las células no rotas y los nﬁclebs. El sobrenadan-
te se centrifugd a 115500xg, 20 min para precipitar la fraccidn

mitocondrial cruda. Esta dltima se resuspendid en H_.O (3 ml por

g de tejido fresco equivalente) y se mantuvo 15 minza 0-4 9C
para romper los sinaptosomas y liberar las vesiculas sindpti-
cas. Durante estos 15 min, las particulas se dispersaron con
ayuda de un homogeneizador de Potter-Elvejhem, a 500 rpm, 5
impulsos y a intervalos de 5 min. La suspensidn se centrifugd
a 6:000xg, 15 min y se elimind el residuo. Del sobrenadante se
tomaron tres fracciones de 15 ml y se depositaron cada una so-
bre 13 ml de sacarosa 0,2 M. El conjunto se centrifugd en un

rotor SW 25.1 (ultracentrifuga Beckman L-5-75 H) a 53.000xg,
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120 min. La interfase resultante y la capa de sacarosa 0,2 M
que estaba por encima (2 mm) del residuo, se recogieron, se
diluyeron con un volumen igual de H20 y el conjunto se cen -
trifugé (105.000xg, 60 min, rotor 35 FA). Con ello se obtuvo
un residuo que constituyd la fraccidén de vesiculas sindpticas

crudas.

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 0-4 2°C,

4.6 ' OBTENCION DE SUSPENSIONES EN EXPERIMENTOS
DE "EXPRESION" DE CEREBROS DE RATA

En los experimentos de "expresidn", dos cerebros de rata se
sometieron a centrifugacidén en un rotor 35 FA (ultracentrifuga
Beckman L-5-75 H), a 105.000xg y por un espacio de tiempo que

se especificard en cada caso.

Tras la ultracentrifugacidén, el liquido sobrenadante se reco-
gid para-ser sometido a determinacidn de actividades enzimdti-

cas.

Paralelamente se centrifugaron sendas alfcuotas de la frac-
cidn soluble para determinar el efecto de la ultracentrifuga-

cibén prolongada en las actividades enzimdticas.

Durante todo el proceso .de centrifugacidn se mantuvo la

temperatura de 4°C.

El método aqui descrito estd basado en el de Amberson et al
(1964).

4.7 PREPARACION DEL EXTRACTO DE TEJIDO HEPATICO
" DE POLLO

El tejido hepdtico se homogeneizdé en un triturador de cuchi-

llas con tampén d&e fosfato sbédico 0,1 M de pH 7,0 (1 g de te-
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jido/1,5 ml de tampén).

La suspensién se centrifugé a 105.000xg, 90 min. E1 sobre-
nadante se sometidé a una calefaccidg, 30 min a 562C. Tras la
centrifugacidn (lBtOOOxg, 30 min) el residuo se descartd y el
sobrenadante se 1levdé a un 35% de saturacidén de sulfato amé -
nico. La suspensién se centrifugbé a 20.000xg, 45 min y se de -
seché el sobrenadante. E1l residuo se disolvid en el medio A y
se filtréd a través de gel de Sephadex G-50 (véase 4.17.1) equi-
librado con A, para eliminar las sales. La disolucidn proteica
exenta de sales constituyb el extracto que se utilizd en los

ensayos correspondientes.

4.8 MODO DE EFECTUAR LOS LAVADOS DE LAS FRACCIONES

—— —

— PARTICULADAS

Los tratamientos efectuados sobre las fracciones particula-
das (microsomas y vesiculas sinépjicas) han sido en forma -de

lavados.

Con el medio de lavado adecuado en cada caso, se ha suspen-—
dido la correspondiente fraccidn particulada con ayuda‘'de un
homogeneizador de Potter-Elvejhem (500 rpm, 7 impulsos), y en
la relacidn 2 ml del medio de iavado/g tejido original equi-

vglente.

De la suspensidn se tomd una alicuota para su andlisis enzi-
médtico (si hubo lugar) y se centrifugé (105.000xg, 90 min) pa-
ra volver a precipitar la fraccidén particulada. E1 sobrenadan-

te se guarddé para su andlisis enzimdtico.

Cuando se precisd, el nuevo residuo se volvid a someter a

otro lavado sucesivo en la misma manera que la comentada.

En ‘general, se ha procurado que los medios de lavado fueran

isoténicos y todos los lavados se han efectuado a 0-4 9C,
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4.9 SONICACION

La fraccidn particulada, lavada previamente con los medios
oportuncs, se suspendid en el medio del ensayo de la misma
manera en que se efectuaron los lavados. Posteriormente, la
sonicacidén se llevé a cabo con alfcuotas no inferiores a 20
ml, sumergidas en un bafio a 0-4 2C y en un aparato Kerry Ul-
trasonics; a 18 micrones y por intervalos de 30 segundos se-

guidos de periodos de descanso de 30 segundos.

La centrifugacidén para volver a precipitar la fraccidn par-
ticulada fué idéntica al caso de los lavados (105.000xg, 90

min).

4,10 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLTACRILAMIDA

Se llevaro@ a cabo en una cuba Acrylophor - 140 (Pleuger)

4,10.1 ELECTROFORESIS ZONAL

Las distintas electroforesis se llevaron a cabo en geles de
poliacrilamida (T==7,8; C=2,6), que se prepararon por mezcla
de volumenes iguales de las disoluciones que se describen a
continuacidn :

- Disolucidén acuosa de poliacrilamida (T= 30,8,
C=2,6)

— Disolucidn de dimetilamino-propionitrilo al
1,6 % (p/v) en tampdén tris-glicina 100 mM en tris y 770 mM en
glicina, de pH 8,5.

- Disolucidn acuosa de ferricianuro potdsicoal
0,03 % (p/v)

' - Disolucidén acuosa de persulfato amdnico al

0,48 % (P/V)
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Finalmente se adicionan unas gotas de égua con ayuda de una

jeringa hipodérmica para conseguir una superficie libre plana.

El volumen de muestra aplicado varié entre 10 y 300 pl segin
fue la concentracidn de la muestra enzimdtica. La adicidn de
muestra se realizd junto con disolucidén de azul de bromofenol
previamente densificada al 50% (v/v) con glicerina , para lo -

grar una deposicidén adecuada del conjunto.

La electroforesis anddica se llevdé a cabo a 49C con una in-
tensidad de corriente de 3 mA/gel a pH 8,5, correspondiente al
de la disolucién reguladora de tris (25 mM)- glicina (200 mM).
La electroforesis transcurridé el tiempo necesario para que el

indicador alcanzara la parte inferior del gel.

La electroforesis catédica se desarrolld con 3 o 4 mA/gel du-—
" rante 1,5 o 3 h, en las mismas condiciones que la anédica, si
bien sin el marcador, el azul de bromofenol, pero con el den -

sificante, la glicerina.

4.10.2 ELECTROFORESIS DISCONTINUA

Se procedid segin el método de Davis (1964) y Cooper (1977).
Para la preparacidén del gel separador (T=7,8; C=2,6) se pro-
cedié introduciendo en tubos cilindricos (5 mm de didmetro in-
terno, 65 mm de longitud), 1,6 ml de una disolucién que cons-
t4 de :

= 0,38 volimenes de disolucidn acuosa de acrila-
mida (T=46, C=2,6)

- 0,08 volumenes de disolucién de tampén tris
(1,87 M)-HC1 de pH 8,9

- 0,20 volumenes de disolucién de persulfato
aménico al 0,175 % (p/v) -

- 0,0032 volumenes de disolucidén comercial de
N,N,N’,N’—tetrametil-etilen-diamina (TEMED) '
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- Agua bidestilada hasta completar un total de

dos volumenes.

Para lograr entre los dos geles una interfase perfectamente
plana, se adiciond con una jeringa hipodérmica, un pequefio vo-
lumen de agua bidestilada después de los 1,6 ml de la disolu-

cidén gelificante.

Una vez que hubo polimerizado el gel separador, se extrajo
el agua con papel ahsorbente y se adicionaron 0,2 ml de diso-

lucién del gel concentrador (T=2,2, C=0,2) que contenia :

- = Un volumen de disolucién acuosa de acrilamida
(T=15,6, C=0,2) |
— Un volumen de disolucién acuosa de riboflavi-
na del 0,0025 % (p/v)
- Un volumen de digolucidén tampén tris(0,29M)-
fosfdfico(0,16 M) de pH 6,3-6,5

- Cuatro volumenes de agua bidestilada

Se repitid en este caso, la adicidn de agua para lograr una
superficie libre plana y se dejdé polimerizar con ayuda de ra-

diacidn UV.

Posteriormente, se procedid a la adicidén de la muestra junto
con el indicador (disolucién acuosa de azul de bromofenol al
0,05% (p/v), densificada con glicerina) en proporcidén de 0,1
ml/ml de disolucidén de muestra. En el reservorio superior se
dispuso de una disolucidén amortiguadora de tris (50mM)- glicina
(38 mM) de pH 8,3. En el reservorio inferior, el tampdén fue de
tris (0,37 M)-HCl y del mismo pH.

La electroforesis transcurrié a un voltaje constante de 75 V

hasta que el indicador alcanzé la parte inferior del gel.
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4.11 ELECTROFORESIS EN TIRAS DE ACETATO DE CELULOSA

Las tiras de acetato de celulosa se sumergieron durante 15
min en el tampdén de la electroforesis (tampdn fosfato sddico
50 mM de pH 7,4), transcurridos los cuales se secaroy_superfi-—
cialmente con papeles de filtroy'qetenﬂieranen:e% puente de
la cdmara electrofordética ATOM AC/4 de forma que la superficie
absorbente quede hacia arriba. Por medio de una micropipeta,
se aplicaron 10 - 25 Pl de la muestra proteica a una distancia
de 3 cm del cdtodo. La electroforesis se prolongdé durante 75 -

90 min a 49 C con una tensidn constante de 2007V .

Una vez finalizada la electroforesis se extrajeron las ti -
ras de la cubeta y se sumergieron en el volumen necesario del
correspondiente revelador especi{fico. En algunos casos, cuan -
do la movilidad de los distintos enzimas es muy similar, para
obtener resultados comparables se cortaron las tiras longitu -
dinalmente en dos partes, y cada una de ellas se sometid al co-
rrespondiente revelado. Ello ha ocurrido con las actividades

LDH y MDH.

4,12 REVELADO ESPECIFICO DE LA LDH

El revelado LDH se efectud con una disolucidén de 1 mg/ml de
NAD, 0,5 mg/ml de NBT, 0,03 mg/ml de.PMS y 3 % (v/v) de lacta -
to en tampén tris (100 mM) - HC1 de pH 8,5. Bdsicamente, es el
método descrito por Thorne (1963).

4,13 REVELADO ESPECIFICO DE LA MDH

La MDH se ha revelado segun el método de Tsou et al (1956),
con una disolucidén de 1 mg/ml de NAD, 0,5 mg/ml de NBT y 5%
(v/v) de malato 0,12 M en tampén tris (100 mM)-HC1l de pH 8,5.
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4.14- REVELADO ESPECIFICO DE LA ADA

La actividad ADA se puso de manifiesto en los geles de polia-
crilamida, mediante el método de Spencer.et al (1968). Se di -
solv1eron 10 mg de adenosina y 0,2 g de agar en 15 ml de fosfa-
to sédlco 100 m de pH 7,5 y la mezcla se calenté a 90eC. ILa
disolucidn se enfrid a 45°C y se le afiadieron 8 Pl de disolu -
cién de PNP comercial (1lmg/ml, A.E. 25 U/mg), 8 Pl de X0 co-
mercial (10 mg/ml, A.E. 0,4 U/mg), 2 mg de MTT y 2 mg de PMS
disueltos en 5 ml de fosfato ..sédico 100 mM de pH 7,5. Los ge-
les de poliacrilamida se colocaron en tubos que contenian la
mezcla y se incubaron en la obscuridad a temperatura ambiente
durante 20 min. La actividad enzimdtica se localizd en bandas
de color azul que destacaban sobfe fondo amarillo. E1l color
azul no quedaba fijaao sobre el gel de poliacrilamida sino que

se difundia a través del gel de agar.

4.15 REVELADO ESPECIFICO DE LA GAH

El revelado especifico de esta actividad se efectud de acuer-
do con el método propuesto por Martinez-Farnds et al (1978) con
disolucidn de guanina 40 PM v utilizando como aceptor electrdéni-

co de la xantina oxidasa comercial, el INT (1 mg/ml).

4.16 REVELADO ESPECIFICO DE LA PNP

El revelado de la PNP se efectud con disolucidén de inosina
300 PM’ acoplando X0 comercial (1% (v/v)) y con el INT como

aceptor electrdnico.

4,17 METODOS CROMATOGRAFICOS

4,17.1 FILTRACION EN GEL DE SEPHADEX G-25 Y G-50
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La eliminacidn rdpida de sales o de metabolitos endbégenos y
el cambio en el tipo de tampdén en los ﬁreparados enzimdticos
se 1llevd a cabo por filtracidén a través de columnas preempaqgue-
tadas de gel de Sephadex G - 25 y denominadas PD 10. La columna
se equilibra pasando a su través 25 ml del tampdn correspondien-
te; se aplican 2,5 ml de la muestra que se deja penetrar en la
columna y se eluyén posteriormente. con 3,5 ml'del mismo tam - :

pén. La columna se lava con 25 ml de tampdn antes de ser emplea—!

da de nuevo.

En el caso de eliminacidn de sales del extracto de higado de
pollo (véase 4.27), se utilizdé una columna K26/25 (Pharmacia
Fine Chemicals) empaquetada con gel de Sephadex G-50 (desgasi-
ficado), hasta una altura de 20 cm. Tras el equilibrado de la
columna, la aplicacidén -de la muestra, en un volumen siempre in-
ferior al 30%'del volumen de la resina, se llevdé a cabo conayu-

da de una bomba peristdltica LKB (2120 Varioperpex) conectada

a la salida de la columna. La fraccidn exenta de sales se reco-
gid desde el comienzo de salida de las prbteinas, hasta unosml
antes del final de salida de la proteina. La cantidad de pro -

tefna fué registrada a 280 nm con ayuda de un espectrofotémetro
de flujo continuo LKB (8300 Uvicord UV II) conectado a la sali- "
da de la columna, tras la bomba peristdltica. ”

4.17.2 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO -:

El intercambiador fué el gel de DEAE - Sepharose CL 4B, que
se lavé varias veces con agua y a continuacidn con el tampdn
correspondiente. Cuando el pH fué prdédximo al de la elucidn, se
1llend la columna K16/40 (Pharmacia Fine Chemicals) hasta una
altura de 26cmy en ella se completd el equilibrado. La operacidn

se llevd a cabo empleando una velocidad de flujo ligeramente |

L

superior a la de elucidbdn, y se dié por finalizada cuando la con-
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ductividad del tampdén fué igual a la entrada y a la salida de
la columna, lo que se comprobd por medida conductimétrica con
un aparato Radiometer CDM 2e provisto de una célula de conduc-

tividad (Philips) de 1 cm.

A continuacidn se aplicé la muestra que contenia 300 mg de
proteina de la fraccidén soluble (véase 4.1) y se realizé un la-
vado con el tampdén de equilibrado hasta ausencia de proteina en
los elufdos. La elucidn de los enzimas en estudio se llev§ a
cabo por aplicacidn de un gradiente de NaCl entre O y 0,3 M
(700 ml totales) formado en un mezclador Pharmacia GM-l. A lo
largo de todo el proceso, el flujo se mantuvo constante por me-
dio de una bomba peristdltica LKB (varioperpex: 2120) intercala-
da entre la salida de la columna y el espectrofotémetro LKB
(8300 UV Uvicord II) acoplado al colector de fracciones Gilson
(Escargot V F C). E1 flujo fué de 30 ml/h y se recogieron frac-
ciones de 5,25 ml. E1 gradiente de cloruro sdédico se determind

por medida de conductividad en un aparato Radiometer CDM 2e.

4.17.3 CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSE CL 4B

La determinacidn de la homogeneidad de la fraccidén microsomal
en cuanto a tamafio de particula, se llevé a cabo por filtra -
cidn en gel de Sepharose CL 4B. Con el gel desgasificado y equi-
librado con el tampén de elucidn, se llené la columna K26/70
(Pharmacia Fine Chemicals) y se procedid como se ha descrito en
el apartado anterior. La muestra, en este caso se compuso del
residuo microsomal, tratado convenientemente y resuspendido en
el tampén de equilibrado de la columna. E1l volumen de muestra
no sobrepasé el 2% del contenido de la columna y se aplicé tras
pasar por un filtro Millipore AP2501300 para eliminar los frag-
mentos de tamafio superior a 8 Fm que no se habian disgregado

convenientemente.

}
)

|
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' La elucién se 1levé a cabo con el tampdén con el que se equi-

libvré la columna; las fracciones se recogieron en un colectom

IKB (2112 Redirac) regulado para el volumen de 4,3 ml. A lo lar-

go de todo el proceso, el flujo, de 18 ml/h, se mantuvo constan-
te por medio de una bomba peristdltica LKB (2126 Vérioperﬁex),
intercalada entre la salida de la columna y el espectrofotdme -
tro LKB (8300 UV Uvicord II) acoplado al colector de fracciones.

Antes de ser pasada una nueva muestra, se lavé la columna con
dos volumenes del tampén usado. Cuando se varid el tampén, se pa-
saron dos volumenes de columna del nuevo tampén y se cdmprobd
que la columna estuviese equilibrada por medida de la conducti-

vidad y como se ha descrito anteriormente (4.17.2)

4.18 ENFOQUE ISOELECTRICO

4.,18.1 ENFOQUE ISOELECTRICO ANALITICO EN PLACAS
DE AGAROSA

Se procedid en lineas generales siguiendo el método de Phar-
macia Fine Chemicals (1980). Se utilizé una unidad electrofo-

rética FBE 3000 (Pharmacia Fine Chemicals).

Las placas de agarosa se prepararon por calentamiento de 0,3
g de agarosa "IEF" (Pharmacia Fine Chemicals); en una disolu -
c¢idén de 3,6 g de sorbitol en 27 ml de H20. Tras la disolucidn
de la agarosa, se afiadieron 1,9 ml de anfolito (40%) del margen
adecuado y se prepard la placa en una hoja de 114 x 225 mm de

"Gelbond film" (Marine Colloids Division).

La aplicaciédn de muestra se efectud con ayuda del papel ab-
sorbente Scheleicher - Schiill (Blood Collection Paper) de 10x 5
mm, que absorben 25 Pl de la muestra. Los aplicadores se: elimi-

naron transcurridos 45 min del comienzo del experimento.
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La disolucidén catédica empleada fué de NaOH 1M y la anddica
estaba compuesta de dcido sulfurico 0,05M para anfolitos de
margen 3-10, y de l-histidina 0,2M cuando se usaron anfolitos
de margen 8 - 10,5. _ '

Para el caso de anfolitos de margen 3 -10, el enfoque isoe-
léctrico se inicid con un voltaje de 500 V y una potencia 1i-
mite de 15 W la cual se mantuvo durante todo el experimento. E1
voltaje no sobrepasdé en ningin momento los 1.500 V. E1l enfoque
se desarrolld has*a transcurridos 15 min después de enfocada
la hemoglobina que se usé como marcador (unos 75 min). Cuando
se usaron anfolitos de margen 8 -10,5 el electroenfoque se ini-
cibé con una potencia limite de 5 W y se prolongé por espacio de

150 min sin que se sobrepasaran los 600 V.

El revelado LDH y MDH de las placas se efectud de forma and-
loga a la desarrollada en geles de poliacrilamida. Tras su re-
velado, las placas se sumergieron en una disolucidn fijadora
(dcido sulfosalicilico, 4cido tricloroacético y agua en propor-
cibén 5::10::85) por espacio de 30 min. Después, las placas se
lavaron en_disolucidn de etanol, 4cido acético y agua (en pro -
porcidn 35::10::65), dos veces y por espacio de 15 min cada
vez. Finalmente las placas se secaron segin el método fecomen—
dado por Pharmacia Fine Chemicals (1980) y con papel absorben-
te Schleicher — Schiill (3354 Dassel).

4,182 ENFOQUE ISOELECTRICO PREPARATIVO EN COLUMNA

Se proéedidlsegﬁn el método de LKB (1976) basado en el pro -
puesto por Vesterberg y Berggren (1966). |

Se utilizé una columna 8100-1 (LKB) de 110 ml y una fuente
de corriente continua ACPS 3000/150 (Pharmacia Fine Chemicals).
La columna se mantuvo refrigerada a 102C mediante una circula-

cién continua de agua (5-10 1/min).

|
|
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La disolucibn catddica fué de hidréxido sbédico en disolucidn i
de sacarosa (6 ml de NaOH 1M, 15 g de sacarosa y 10 ml de H20),
mientras que la disolucidén anddica fué de 4cido fosférico 0,15M
(10 m1).

Para formar el gradiente de densidad, se utilizaron dos diso-
luciones (ligera y densa) de sacarosa :

- La disolucidn ligera contuvo los microsomas

a enfocar y se prepard por homogeneizacidédn del residuo microso-
mal en 55 ml de sacarosa 0,28M. De esta suspensién se tomaron 1
52 ml a los que se afiadieron 2 ml de anfolito (40%) de margen
3-10.

- La disolucién densa se prepard al mezclar y
disolver 2 ml de anfolito (40%) de margen 3-10, 27 g de saca-—

rosa y 35 ml de H. O, con un total de 54 ml, al igual que la di-

2

solucién ligera.
El gradiente , a partir de estas dos disoluciones se formé

a un flujo de 60 - 120 ml/h, con ayuda de un formador de gra -

dientes (figura 6 a) para conseguir un gradiente lineal a par-

tir de dos disoluciones de diferente densidad.

El proceso de electroenfoque se inicid con un voltaje de
520 V, una potencia limite de 5 Wy se concluyé a las 15 h, con
un voltaje de 1500 V.

La elucidn de los micrbsomas se efectud, como en el caso de
existir un precipitado proteico, por la parte superior de la
columna, y mediante la serie de operaciones que a continuacidn
se indican:

(1) Tras desconectar la fuente de la red, se
cerré la vdlvula 14 (figura 6 b)-

(2) Con ayuda de una jeringa y un tubo capilar
(1 mm de didmetro interno y 2 mm de didmetro externo) que se

hizo reposar sobre la vdlvula 14, se extrajo la disolucién de
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FIGURA 6.- ACCESORIOS DEL ENFOQUE ISOELEC-
T_RICO PREPARATIVO (Véase 4.18.2)

(a) Formador de gradientes
(b) Columa 8100-1 (IKB)
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electrodo densa

(3) Con una bomba peristdltica, a un flujo de
2 ml/min, se extrajo la disélucidn ligera hasta 10 mm por deba-
jo del electrodo superior .

(4) Se prepard un tubo capilar con un terminal
doblado en horquilla y en forma de embudo en sus 3 mm finales

(5) E1 tubo en horquilla se introdujo por la
abertura 20 (figura 6 b) hasta unos 5 mm por debajo del nivel
del 1liquido

(6) Se conectd una bomba peristdltica en el otro
extremo del capilar y se extrajeron los 5 mm del liquido a un
flujo de 2 ml/min

(7) E1 extremo en horquilla se bajé otros 5 mm
‘por debajo del nuevo nivel del liquido

(8) Con ayuda de otrp tubo capilar y otra bom -

ba peristdltica, se introdujeron 5 ml de H.O a un flujo de 2

ml/min. Por medio del tubo en horquilla sezextrajeron los 5 mm
de lfquido y los 5 ml de agua a un flujo de 2 ml/min y en dos
fracciones aproximadamente iguales

(9) Se bajé el tubo en horquilla 5 mm por deba -
jodel nuevo nivel del liquido. Se afiadieron 5 ml de agua y se
extrajeron de nuevo ambas zonas en dos fracciones

(10) E1 procedimiento se repitid hasta que se
recogid la zona correspondiente a la fraccidn microsomal enfo -

cada.

Una modificacién de este método permitid la extraqcién de los
microsomas de la columna en un periodo de tiempo meﬁor. Para
ello, en el punto (5) se introdujo el tubo en horquilla hasta
unos 2 mm por encima de la zona de microsomas enfocados. Ello

permitié , en una sola etapa, la elucidén del liquido contenido

por encima de los microsomas. El resto de la operacidn se reali-

z6 como ya se ha descrito y se obtuvieron, de forma rédpida, los
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microsomas en dos fracciones cuyo pH se determind de forma in-

mediata,

El resto de la elucién se efectud por la parte inferior de

la columna y a un flujo de 1,2 ml/min, en fracciones de 3 ml.

En todas las fracciones recogidas se determindé el pH de for-

ma inmediata.

4.19 ULTRACENTRIFUGACION ISOPICNICA EN "PERCOLL"

Se procedid en lineas generales segun el método de Pharmacia
Fine Chemicals (1977).

Para conseguir los gradientes, se utilizaron los rotores 35
FA y 75 Ti de una ultracentrifuga Beckman L-5-75 H. Estos roto-
.res son de dngulo fijo, el cual tiene un valor de 252 para el 35
FA y de 25,52 para el 75 Ti. El gradiente de "Percoll" (Pharma-
cia Fine Chemicals) se generd durante el proceso de ultracen -

trifugacidn.

La disolucién sometida a ultracentrifugacidén se obtuvo por
mezcla de la suspensidén de microsomas con la cantidgd adecuada
de una disolucidn stock de Percoll considerada del 100%. La
. isoosmolaridad se consiguié con sacarosa cuya concentracidén en

la mezcla final se calculd que fuese 0,25M.

El experimento transcurrié a 25.000 rpm (35 FA) durante 1 h
vy a 30,000 rpm (75 Ti) durante 30 min.

La elucidn se efectud desde el fondo de los respectivos tu -

" bos de centrf{fuga con ayuda de una aguja de punta roma conecta-
da a una bomba peristdltica, con un flujo de 0,5 ﬁi{min, en el

caso de los tubos del rotor 75 Ti; y de 1 ml/min en el caso de

los tubos del rotor 35 FA. |

La densidad de las fracciones se calculd a partir de los da-
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tos de Indice de refraccidn dbtenidosA_con un refractrdmetro
Abbe (Zeiss Opton).

4.20 DETERMINACION DEL CONTENIDO EN PROTEINA

La determinacidnpdel contenido en proteina en las distintas
muestras se efectud por los métodos espectrofotométricos de War-
burg y Christian (1941) por lectura a 260 y a 280 nm, y de Whi-
taker y Granum (1980) por lectura a 235 y a 280 nm.

Cuando el contenido proteico de las disoluciones fué poco sig-
'ﬁificativo, se usé el método de Lowry et al (1951). Para ello
se tomaron 0,1 ml de la disolucidn problema dilufda convenien-
temente, y a continuacidn se afiadidé 1 ml de una disolucidn de
carbonato sédico al 2% y sulfato de cobre pentahidratado al 0,5
% en tartrato de sodio y potasio al 1%; en la proporcién 50::1.
Transcurridos 10 min, se afiadieron 0,1 ml de reactivo de fenol
Folin - Ciocalteau a temperatura ambiente y se meécld rdpida -
mente. Se dejé a temperatura ambiente por espacio de 30 min pa-
ra que se desarrollase el color y seguidamente se leyd su ab-
" sorbancia a 500 y a 750 nm:frente 2 un blanco, en un espectro -
fotdmetro Pye Unicam SP 8-100. Los valores de.absorbancia ob -
tenidos, se transformaron en mg proteina/ml mediante uhé éur—
va estdndar que se confecciona paralelamente a cada ensayo,

con alhﬁmina bovina cristalizada a unas concentraciones entre

0,05 y 0,5 mg/ml.

El perfil de elucidn de protefnas durante los procesos cro-
matogrédficos, de enfoque isoeléctrico o de centrifugacidn iso-
-picnica, se determindé por medio de un espectrofotémetro IKB -,
modelo 8300 Uvicord II, de flujo continuo, provisto de una cu--
beta de 0,1 ml y de 3 mm de paso de luz. El espectrofotdémetro
se intercald entre la salida de la columna y el colector de

fracciones. En los elufdos, propiamente dichos, el perfil de
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proteina se determind por medida de absorbancia a 230 o a 280

nifh

En las suspensiones de particulas, tanto en lavados como en
elufdos, el contenido en proteina se estimdé por medida de ab-
sorbancia a 260, a 280 y a 550 nm. En la regién UV (260 y 280
nm), las suspensioneé se diluyeron convenientemente paraqu@ las
medidas estuviesen comprendidas entre O y 0,4 A. En este mar-
gen ( y al menos hasta 0,5 A), las suspensiones cumplen la ley

de Beer-Lambert.

4.21 DET@RMINACION_DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La determinacidén de las actividades enziméticas.de forma con-
tinua se llevd a cabo espectrofotométricamente por medida de los
incrementos o decrementos de absorbancia provocados por la va -
riacién de concentracidén de los substratos y los productos. To-
das las medidas se han efectuado en un espectrofotdmetro Pye
Unicam SP 1700 termostatizado, provisto de un inscriptor AR 25

¥y en cubetas de 10 mm de paso de luz.

4.,21.1 ENZIMAS DEL CATABOLISMO PURINICO

En los experimentos cinéticos, se ha trabajado a 37:t0,190 y
el tampén utilizado ha sido tris (34 mM)-HC1l, pH 7,4 o tris (34
mM)-HC1 - fosfato sédico (BOmM),pr T,4. Este Ultimo tampdén se
usé cuando el Pi fué el cofactor de la reaccién (PNP). En el
estudio de determinadas inhibiciones, fué preciso emplear cube-
tas de 2 mm de paso de luz debido a la elevada absorbancia de

los reactivos empleados.
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4.21.1.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ADA

La actividad de la adenosina desaminasa se determind espec-f
trofotométricamente, por medida de los descensos de absorban-
cia a 265 nm (Kalckar 1947 b) debidos a la desaparicidén de ade-

nosina. A esta longitud de onda, corresponde la méximaldiferen-
cia de los valores de absortividad molar para adenosina e ino -

sina (tabla VII).

En ciertos casos, ha sido preciso efectuar las determinacio -
J

nes a 238 nm, en que tanto la adenosina como los posibles inhi-
bidores de la ADA, tienen una menor absortividad molar y es po-
sible trabajar a unas concentraciones mds altas de los produc -
tos. A esta longitud de onda, la sensibilidad del método es me-
nor que a 265 nm (tahla VII).

4,21.1.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GAH

La actividad de la guanina aminohidrolasa se determind por
medida de descensos de absorbancia a 248 nm (Kalckar 1947 a) ,
longitud de onda a la cual existe la mdxima diferencia de ab -

sorbancia entre la guanina y la xantina (tabla VII). i

4,21.1.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 5°N

4421510351 Sistema AMP - 5 ‘N - adenosina

La actividad de este sistema se ha determinado por medida de
los descensos de absorbancia a 265 nm a causa de la disminucidn
en la concentracién de adenosina. Este método es acoplado y es-
t4 basado en la adicidn a la cubeta de reaccidén, de ADA céﬁer-
cial en suficiente cantidad (3,4 U/ml ) para que transforme rd -
pidamente la adenosina que se va formando, en inosina (Kalckar

1947 c¢) (tabla VII).
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INCREMENTOS DE ABSORTIVIDAD MOLAR A LAS LONGITUDES

DE ONDA A LAS QUE SE DETERMINO LA ACTIVIDAD

ENZIMA

ADA
GAH
5'N
5N
5°N

PNP
PNP
PNP

PNP

SISTEMA

adenosina - inosina

adenosina inosina
guanina - xantina

AMP - inosina
GMP - dcido rico
IMP - dcido Urico

XMP - dcido drico

inosina - hipoxantina
inosina - dcido drico
guanosina - guanina

xantosina - dcido Urico

X(om) & (a/Mem)
265 T.800
238 3.000
248 4,700
265 8.400
293 10,300
293 11.900
293 9.800
280 1.000
293 11.900
260 5100
293 8.700

S —
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El esquema de hidrdlisis del AMP segin este método, es el

siguiente :

ANP + H20 2 N_. adenosina + Pi
adenosgsina + H20 2L » inosina <+ I*TH3
|
s
4.21.1.3.2 Sistema GMP - 5°N - guanosina
Este sistema fué estudiado a 293 nm mediante el método aco —

plado en que intervino la GAH (0,04 U/ml), la PNP (0,075 U/ml)

y la X0 (0,03 U/ml) comerciales, mediante el esquema siguiente:

GMP 2 8 » guanosina <+ Pi

Pi i1 guanosina o » guanina 4 R-1-P
. GAH "

guanina >» xantina
i X0 . .

xantina > 4cido urico

Los valores de absortividad molar para el GMP y el dcido uri-
co se resumen en la tabla VII.

4.21¢1¢3.3 Sistema IMP -5°'N - inosina

En este sistema, las determinaciones se han efectuado por me-
dida de los incrementos de absorbancia a 293 nm, debidos a la
aparicién de dcido Urico provocada por la adicidén de PNP (0,05
U/ml) y X0 (0,013 U/ml) comerciales a la cubeta de reaccidn, y
segun el esquema siguiente :

5‘N

IMP » inosina & Pi

inosina <+ Pi =T » hipoxantina + R-1-P

0 : X .
hipoxantina —-}——rxantlna ————O—p dcido Urico
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Los valores de absortividad molar para IMP y para el dcido

Urico a 293 nm, se resumen en la tabla VII.

4.,21.1.3.4 Sistema XMP - 5°‘N - xantosina

Andlogamente a los casos anteriores, las determinaciones se
efectuaron a 293 nm. En este método, es necesario acoplar PNP
(0,2 U/ml), activa con la xantosina, y X0 (0,027 U/ml) comer —
ciales, mediante el esquema de actuacidn siguiente :

5N

XMP # xantosina

xantosina <+ Pi . i » xantina 1+ R-1-P
. X0 . .

xantina —» dcido drico

Los valores de absortividad molar para XMP y para el dcido

drico a 293 nm, se resumen en la tabla VII.

En todos los casos se ha aprovechado la alta sensibilidad del
método que ha hecho posible el estudio cinético en estos siste-

mas, cuyas velocidades no son elevadas.

4,21.1.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PNP

4.21.1.4.1 Sistema_inosina - PNP - hipoxantina

Las determinaciones se realizaron por medida de los descen -
sos de absorbaﬁoia a 280 nm, debido a la desaparicidén de ino-
sina. Este método es menoslsensible que el descrito acoplando
X0, pero es el Unico hdbil para poder estudiar posibles inhi -

biciones tanto por hipoxantina como por xantina.

Sin embargo, en determinadas condiciones, para las compara —

ciones de actividades, se utilizd el Sistema acoplado para el
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cual se incluyeron 0,013 U/ml de X0 comercial y se midieron las

apariciones de dcido drico a 293 nm (tabla VII).

4.2101.4.2 Sistema guanosina - PNP - guanina

La actividad en este sistema, se ha determinado a 260 nm,
punto” isosbéstico de la guanina y la xantina, por medida de
los descensos de absorbancia debidos a la desaparicidén de la
guanosina. A pesar de 1la poca sensibilidad del sistema, se ha
trabajado a esta longitud de onda dado que, en los preparados
enzimdticos, acompafiando a la PNP, se halla la GAH la cual
transforma a la guanina en xantina e interferiria en las deter-

minaciones (tabla VII).

4.21s1e4.3 Sistema xantosina — PNP - xantina

La acti%idad en egte sistema se ha ensayado a 293 nm por me-
dida de los incrementos de absorbancia debidos al dcido drico,
por el método acoplado en que intervino la X0 (0,012 U/ml) co-
mercial (tabla VII).

4.9 . 1444 Sistema adenosina - PNP - adenina

La posible actividad de la PNP con adenosina, se ha ensayado
a 255 nm, longitud de onda a la cual existe la mdxima diferen -
cia de absortividad molar entre la adenosina y la adenina, si

bien, el método es de muy escasa sensibilidad (tabla VII).

4.,21.,1.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD XO

La posible actividad xantin oxiddsica se estudid, en primer
lugar a 293 nm, donde existe el mdximo de absorcidn del 4cido

drico, mientras que la xantina absorbe poco (tabla VII).
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El enzima cataliza las reacciones siguientes :

Hipoxantina -—X—O—> xantina——lo——b dcido drico

y se ha estudiado la posible actividad para la segunda de las

_ reacciones resefiadas.

Alternativamente, se trabajé a 340 nm y con una concentra -
cién de NAD, en cubeta, de 500 PM para estudiar la posible ne-

cesidad del cofactor para la actividad enzimdtica.

4.21.2 ACTIVIDAD DE LOS ENZIMAS DEL CATABOLISMO
PURINICO EN ILOS EXPERIMENTOS DE LAVADO DE
LAS FRACCIONES PARTICULADAS

Los substratos utilizados han sido, la adenosina para la ADA,
la guanina para la GAH, la guanosina para la PNP y el AMP para
la 5°N.

Con objeto de evitar la elevada absorbancia de la mezcla de
reaccidén en la regidén UV, la concentracidén de los substratos
ha sido, en todos los casos, de 50 PM en cubeta. La temperatu-

ra de los ensayos fué de 30%0,19C.

Los métodos de determinacidn de actividad fueron idénticos a
los comentados en el capitulo anterior. Las reacciones se lle -
varon a cabo en un medio tamponado de pH 7,4 compuesto de saca-
rosa 0,28 M, tris (25mM)-HC1, EDTA 1 mM; y ademds de fosfato
sédico 50 mM en el caso de la determinacidn de actividad PNP.

Cuando se determind la actividad 5°N, se elimind el EDTA.
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4.,21.3 ENZIMAS MARCADORES DE ORGANULOS SUBCELULARES

4,21.3.1 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS CONTINUOS

La temperatura de los ensayos fué de 30%0,1°C.

: BeBle3edsd Determinacidn de la actividad LDH

e ====

La actividad de la lactato deshidrogenasa se determiné por
medida del decremento de absorbancia a 340 nm, debido al NADH,
en un medio tamponado de sacarosa 0,28 M, tris (34 mM)-HCl y
EDTA 1 mM de pH 7,4.

La concentracidén de piruvato y NADH en cubeta fué de 800 PM
y 85 PM respectivamente. E1 incremento de la absortividad mo -

lar para esta reaccidn es a 340 nm de 6.200 A/M cm.

4,21.3.1.2 Determ1n3016n de la actividad MDH

La actividad de la malato deshidrogenasa se determind por me-
dida del descenso de absorbancia a 340 nm debido al consumo de

NADH y en un medio tamponado idéntico al caso de la LDH.

La concentracién de oxalacetato y de NADH en cubeta fué de
350 PM v IOO‘PM respectivamente., E1 incremento de la absorti -

vidad molar para esta reaccidn es a 340 nm de 64200 A/M cm.

4,21.3.1.3 Determinacidn de la actividad GDH

e T S et B St St i S St S S S Bt S B S e S S e S e S S S S S S S

La determinacidn de la actividad glutamato deshidrogenasa se
llevé a cabo por medida del descenso de absorbancia a 340 nm,
debido al NADH (Schmidt 1974). Las concentraciones en la mez -
cla de reaccién fueron 0,2 mM en NADH, 1 mM en ADP, 2,5 mM en
EDTA, 100 mM en acetato aménico y 7 mM en a-cetoglutarato pre-
parados en un medio tamponado de trietanolamina 50 mM de pH 8.

El incremento de la absortividad molar es a 340 nm de 6.200
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A/M cm.

4:21,3.1.4 Determinacidn de la actividad de la

===

La determinacidn de la actividad cataldsica se llevé a cabo
por lectura de descensos de absorbancia a 246 nm, debidos al

H202, en un medio tamponado de fosfato sbédico 50 mM de pH 6,8,

a 30%0,1 ec. La concentracién de H en la cubeta del espec-

0
272
trofotémetro fué 10,2 mM y su absortividad molar es 40 A/M cm

(Aebi 1974).

4.21e3.1e5 Determinacidn de la-actividad de la NADPH-

citocromo_c reductasa

Esta actividad se determind segin una modificacidén de los mé-
todos de Mackler (1957) y de B.S.S. Masters et al (1957) por
medida de los descensos de absorbancia a 550 nm debidos a la
reduccidén del ferricitocromo c. Las cubetas usadas fueron de
10 mm de paso de luz y de 0,5 ml totales. En la mezcla de reac-
cibén se afiadieron los siguientes reactivos preparados en tampén
fosfato potdsico 0,2 M y EDTA 0,1 mM de pH 7,5 :

- 0,1 ml de ferricitocromo ¢ al 1 % (p/v)
- 0,1 ml de NADPH al 0,1 % (p/v)
- 0,2 ml de tampén - EDTA

Ia reaccidén se inicié por adicidén de 0,1 ml de la disolucidn

enzimdtica.

El incremento de absortividad molar para esta reaccidn es a

550 nm de 18.500 A/M cm (Hodges y Leonard 1974).
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4.21.3.2 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS DISCONTINUOS

_ Para la determinacidén de diversas actividades enzimdticas
Para las que no fueron adecuados los métodos espectrofotomé -
tricos continuos, se han empleado métodos discontinuos consis-
tentes en incubaciones de los enzimas con sus substratos du -
rante intervalos de tiempo fijos, seguidos de lectura de la

absorbancisa.

Las determinaciones se llevaron a cabo en un espectrofotéme-
tro Pye Unicam SP 8-100 termostatizado, en cubetas de vidrio

de 3 ml de capacidad y 10 mm de paso de luz, y a 30 0,1¢°C.

En todos los casos se ha comprobado la relacidn lineal exis-
tente entre la coﬁcentracidn del producto formado y el inter -
valo de incubacidén, asi como la concentracién enzimdtica. Asi-
mismo, en todos los casos, se confeccionaron los correspondien-
tes blancos a tiempo cero, en los que el agente desnaturali -
zante se afiadid a la mezcla de substratos previamente a la adi-

cibdn de la disolucidn enzimdtica.

A421:3:2.1 Determlna016n de la actividad de 1la

]

El ensayo de la actividad de la fosfatasa dcida, se basé en
la actividad hidrolftica del enzima sobre el p-nitrofenilfos -

fato, segin -la reaccién:

p-nitrofenilfosfato + H 0 ==———3 p-nitrofenocl +P

2 7
El p-nitrofenol , en medio bdsico, presenta una coloracidn

amarilla que puede determinarse por lectura a 405 nm (absor-

tividad molar en las condiciones del ensayo : 18.500 A/M cm)

(Bergmeyer 1974).

La velocidad de reaccidn no se puede determinar espectrofo -
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tométricamente ya que el color solo se desarrolla en medio bd-

sico, mientras que la reaccidén se desarrolla a pH dcido.

. La incubacién se 1llevé a cabo a 30%0,19C y la reaccidn se
inicié por adicidén de 0,2ml de disolucién enzimdtica, dilufda
adecuadamente, a 0,8 ml .de una disolucién de p-nitrofenilfos-
fato (18 mM) preparada en tampdén citrato 0,1 M de pH 5,6.
Transcurridos 5 min se detuvo la reaccidén por adicidn de 2 ml
de disoluciédén 0,5 M de NaOH y se determindé la absorbancia a

405 nm.,

4.21.3.2.2 Determinacidn de 1}a actividad de la

glucosa — 6 — fosfatasa

La medida de la actividad de la glucosa - 6 - fosfatasa estuvo
basada en la determinacidén colorimétrica del fosfato inorgdni-
co liberado en la reaccidn :

glucosa - 6 - fosfato+ H.0 =——>» Glucosa + Pi

2

El fosfato liberado se hace reaccionar con molibdato améni -
co en presencia de dcido ascdédrbico (reductor); la disolucidn
se estabiliza por adicidn posterior de arsenito y citrato que
comple jan el exceso de molibdato y evitan su ﬁlterior reaccidn
con otros ésteres de fosfato o con el fosfato liberado por hi-

drélisis dcida del substrato (Baginski et al 1974).

La incubacién se realizé a 374+0,19C y la reaccidén se inicié
por la adicidn de 0,1 ml de disolucidén enzimdtica, diluida con-
venientemente, a la mezcla de substratos (0,4 ml) : 20 mM en
glucosa - 6 ~ fosfato, 0,2 mM en EDTA, 50 mM en sacarosa y 60 mM
en tampén tris-maleato-NaOH de pH 6,5. Transcurridos 10 min,
la reaccidn se detuvo por adicidén de 2 ml de una disolucidn al

2% (p/v) de dcido ascdrbico en dcido tricloroacético al'lo%

(p/v). La protefna desnaturalizada se separé por centrifugacidn
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a 4.000x g, 10 min., La determinacidén del fosfato liberado se
llevé a cabo por adicidn de 0,05 ml de molibdato ambénico al 1%
(p/v) a 1 ml del sobrenadante y, posteriormente de 1 ml de di-
- solucidn de citrato sédico al 2% (p/v) y arsenito sédico al 2%
(p/v) en dcido acético al 2% (p/v). Transcurridos 15 min se de-

terminé la absorbancia a 700 nm.

Paralelamente se determind la absorbancia de un blanco que
en lugar de 0,1 ml de disolucién enzimdtica,. contenia 0,1 ml
de tampdén, y de un patrén que en lugar de dicha disolucidén en-
zimética; contenfa 0,1 ml de disolucién 1,5 mM de fosfato mono-

potdsico en sacarosa 0,25 M.

4,21.3.2.3 Determinacidn de la actividad de lé

La determinacidn de la actividad de la tiamin - pirofosfatasa
(Morre 1971) se realizé por medida colorimétrica de la concen-

tracidén del fosfato inorgdnico liberado en la reaccidn :
Pirofosfato de tiaming ———» monofosfato de tiamina+Pi
segin el método de Fiske y Subbarow (1925) (véase 4.21.3.2.3.1)

ILa incubacidén se llevdé a cabo a 37*0,1eC y la reaccién se
inicid por adicidén de 0,3 ml de la disolucidn enzimdtica, di-
lufda adecuadamente, a 8,7 ml de disolucidén de substrato que
contuvo pirofosfato de tiamina 3,3 mM y Ca012 15 mM, en tam-
pén veronal sdédico 33 mM de pH 8,0. Tras 10 min de incubacién,
la reaccidn se detuvo por adicidén de 3 ml de disolucién al 10%
(p/v) de dcido tricloroacético. La proteina desnaturalizada se
separé por centrifugacién a 4:000x g, 10 min y 1 ml del sobre-
nadante se utilizé para la determinacién colorimétrica del Pi

(véase - 4.21.3.2.3.1).
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4.21.3.2.3.1 Determinacidén del Pi por el método de

Fiske y Subbarow

El método propuesto por Fiske y Subbarow (1925) para la deter-
minacidén de fosfato, estd basado en la reaccién de éste con el
molibdato aménico, en medio dcido, con formacidén de dcido fos-
fomol{ibhdico gque una vez reducido por el reactivo de King, pro-
duce la aparicidén de un color azulado que puede determinarse a

660 nm.

El reactivo de King se preparé por disolucidén de 0,5 g de dci-
do l-amino-2-naftol-4-sulfénico en 195 ml de disolucidn al 15%
(p/v) de NaHSO3
nd a la misma 5 ml de sulfito sbédico heptahidratado (10 g en 19

. Una vez conseguida la disolucidén, se adicio -

ml de H20). El reactivo es necesario que se prepare cada dos se-
manas y se conserva en atmésfera de nitrdégeno y en frasco .de co-

lor topacio.

Se ha determinado la curva patrdén para cada preparacidén nue-
va del reactivo. El coeficiente de extincidn molar fué 4.000

A/M cm con disoluciones de fosfato de potasio como patrones.

El desarrollo del color, previo a su determinacidn, se llevd

a cabo por mezcla. en el orden indicado, de los siguientes reac-
tivos :

(1) De 1 a 8 ml del sobrenadante ciaro, segin
la cantidad de fosfato presente en el mismo

(2) Un volumen de agua tal que sumado al ante -
rior, de un total de 8 ml:

(3) 0,5 ml de H,SO, 5N

24
(4) 1 ml de disolucidén de molibdato aménico

al 2,5% (p/v)
(5) 0,5 ml de reactivo de King.

Tras un intervalo de tiempo de 10 min, a partir de la zdicién
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del dltimo reactivo, el color se desarrolld totalmente y se pu-
do proceder a la lectura de la absorbancia a 660 nm, tal como

se ha indicado anteriormente.

4,22 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

Los distintos pardmetros cinéticos (constante de Michaelis
Km, velocidad mdxima V y constantes de inhibicidén Ki)’ se han
determinado estadisticamente , mediante un ordenador Tektro -
nix 4051, por regresibén lineal ponderada (método de minimos
cuadrados) de la ecuacién de Michaelis — Menten -(1913) simple o
extendida al caso de inhibicién (Cleland 1963); se supusieron
errores simples en la velocidad inicial (v) , o sea, el mismo
error estdndar para cada v (Cornish-—Bowden 1976). Dado que el
error se supone normal para v real y no para la v experimental,

selefebtuaron cinco iteraciones.

4.23 TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Suspensiones de microsomas tratados con distintos medios, ¥y
de vesiculas sindpticas constituyeron las muestras con las que
se efectud el proceso preparativo previo a la obtencidn de las

micrografias electrdnicas.

4.23.1 PROCESO DE FIJACION Y

La-fijacién se “ha: realizado @ 4 9oC. por mezcla de cantida -
des iguales de la suspensién de partfculas en el medio A (saca-
rosa 0,28 M, tris 34 mM, EDTA 1 mM y HC1l de pH 7,4) y de gluta-
raldehido al 5% (v/v) disuelto en el medio A. La mezcla tras
1,5 h de contacto, se centrifugé (18.000x g, 30 min). El resi-
-duo cuyo espesor no superé los 0,5 mm, se lavd toda la noche

en contacto con el medio A y posterioemente, con el tampdén So-
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rensen (66 mM de pH 7,4) durante 1 h. E1 residuo lavado se ha
post-fijado con OsO4 allZ% (p/v) en el tampén Sorensen. Con el
osmio el contacto se mantuvo entre 15 y 30 min. Tras eliminar .
el Oso4 el residuo se lavd trgs veces con agua y por espacio

de 1 h cada vez. Finalmente se .afiadié etanol al 70% para pro -
ceder a la deshidratacidén. El residuo se recuperd con ayuda de
una espdtula y la deshidratacidn se llevd a cabo por inmersidn
en series sucesivas de etanol : 702, 802, 902, 952 y etanol ab-

soluto.

4.23.2 PROCESO DE INCLUSION

Tas muestras deshidratadas se han tratado con el disolvente
-del mondémero, que no es soluble en agua, en el orden-que se
describe a continuacidn : ‘ ‘

— Dos partes de etanol absoluto y una parte de
6xido de propileno ‘

- Una parte y una parte

— Una parte y tres partes

- Oxido de propileno absoluto.

El tiempo empleado en estas operaciones fué de 15 min, repi-
tiéndose cada proceso tres veces. Las muestras as{ tratadas ya
se pudieron introducir en el mondmero y comenzar su polimeriza-

cién en la forma habitual con"Araldite Durcupan ACM".

4,23.3 PROCESO DE ULTRAMICROTOMIA

Se trabajdé con un ultramicrotomo Reichert OmU-2 con cuchillas
de cuarzo o diamante y se tomaron muestras a distintos niveles
del residuo, para que las observaciones fueran mds representa -

tivas.



~91-

4.23.4 PROCESO DE TINCION

La tincidén se ha llevado a cabo con acetato de uranilo al
2% (p/v) segiun el método de Watson (1958), y citrato de plomo
segin la técnica de Reynolds (1963).

4.23.5 PROCESO DE OBSERVACION

La observacidn de las muestras se realizd en un microscopio
electrdénico EM 200 y EM 301, a 60 kV de aceleracidén y en el
Servicio de Microscopia Electrdénica de la Universidad de Bar -

celona.



PARTE EXPERIMENTATL




-93=~

5.1 CATABOLISMO PURINICO EN LA FRACCION SOLUBLE
DE CEREBRO DE RATA

El recambio de los 4cidos nucleicos (Imondi et 2l 1970) y de
los nucledtidos (Hendersony Paterson 1973, Herscho et al 1967)
en la célula, pone de-manifiesto la importancia de los enzimas
de la sintesis "de novo" de las purinas, de la via de recupe-
racidn y la del catabolismo purinico. En el tejido cerebral,
la sintesis "de novo" es mucho menor que en el tejido hepdti-
co (Howard et al 1970, Wong y Henderson 1972) y los niveles celu-
lares de las distintas purinas se mantienen por el equilibrio
dindmico entre las rutas catabdlicas y las de recuperadién Vs
evéntualmente, por el aporte purinico por medio de la sangre,.
tal como se ha demostrédo que ocurre en la médula bsea de co-

nejo (Yamada 1961).

Algunos de los enzimas del catabolismo purinico son inhibi-
dos por sus propios productos de reaccidén, por anélogOS es -
tructurales de éstos y por los nucleétidos. Asi, la xantina,
la hipoxantina y la guanina inhiben a la purinnucledédsido fos-
forilasa (PNP) de eritrocitos humanos (Krenitsky et al 1968);
la adenosina, la inosina, la citidina y el fosfato inorgdnico
(Pi).a la 5‘Nucleotidasa (5°N) de higado de rata (Fox y Maf-
chant 1974, Nakamura 1976) y la inosina a la adenosina desami-
nasa de duodeno de pollo y de higado de buey (Hoagland y Fis -
cher 1967, Fonoll et al 1982). La xantina inhibe a la guanina
aminohidrolasa (GAH) de cerebro de cobaya (Mart}nez—Farnés et
al 1978) y de higado de buey (Galilea et al 1931), pero no
afecta a la de misculo de bacalao (Roy 1967).

El AMP, el ADP, el ATP y el 3°5’AMP-c inhiben a la adenosi-
na desaminasa (ADA) de eritrocitos humanos (Siegenbeek van Heu-
kelom 1976); el ADP, el ATP, el GDP y el IDP inhiben a la 5°N
de misculo liso de intestino delgado de cerdo (Burger y Lowens-

tein 1975), mientras que los 2°y 3 “-nucledtidos inhiben al en-

é

|
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zima de gldndula pituitaria bovina (Lisowski 1966). La PNP de
Bacillus cereus es inhibida por XMP, GTP y GMP, y también por

AVMP y ATP de forma cooperativa (Serra et al 1971). La alantoi-
na y el GTP son efectores de la forma alostérica de GAH de hi-
gado de rata (Josan y Krishnan 1968, Kumar y Krishnan 1970) y
el ATP 1o es de la 5'N de hfgado de pollo y.de rata (Itoh et
al 1978, Van der Berghe et al 1977) y de cerebro de buey (Mal-
lol y Bozal 1982). '

La Intima relacidn existente entre las diversas reacciones
que catalizan los enzimas comentados sugiere que sus activida-
des puedan condicionarse mutuamente a través de los intermedia-
rios metabdlicos comunes. En el presente capitulo se comparan
los pardmetros cinéticos de la adenosina desaminasa (ADA), gua-
nina aminohidrolasa (GAH), 5‘Nucleotidasa (5°N) y purinnucleé-

sido fosforilasa (PNP) de tejido cerebral de rata, respecto de

sus substratos, y se establece el efecto inhibidor de los in- . -

termediarios metabdlicos. Los resultados que se exponen pueden
contribuir a la formacidén de hipdtesis-sobre la accidén conjun-

ta de los mencionados enzimas en el tejido cerebral de rata.

5el.1l SISTEMA ADENOSINA — ADA - INOSINA

En la ADA de cerebro de rata se ha obtenido :

Km== 54£:l)ﬂM
determinada con adenosina 25-150 pM y de 0,036 U/ml (de 1la
fraccidén soluble. Véase 4.1). E1l valor concuerda con el del en-
zima de corteza cerebral de rata (Km= 54 =57 pM) (Pull y McIl-
‘wain 1974), pero difiere del enzima de cerebro de mono
(Km== 32 FM) (Tritsch et al 1976) y es superior también al en-
contrado para el enzima cerebral de otros origenes (Arch y

Newsholme 1978).
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_La ADA es inhibida competitivamente por la inosina (0,16 -
0,48 mM, 0,017 U/ml de ADA del purificado parcial - véase 4.2-):
Ki(inosina) = 570 £20 pit ,

por la guanosina (0,083 -0,25 mM, 0,017 U/ml de ADA del puri-
ficado parcial -véase 4.2-) : l
; = i
Ki(guan031na)- 300 = 40 pM

y por la adenina (0,39-0,79 mM, 0,017 U/ml de ADA del puri -
ficado parcial -véase 4.2-): |
K, (adenina) = 1,09%0,08 mM .

Los resultados concyerdan con lo descrito para el enzima de
duodeno de pollo (Hoagland y Fischer 1967). E1 AMP, la guanina
y GMP, la hipoxantina e IMP, la xantina y XMP, o el dcido dri-
co, todos hasta 250 FM’ no parecen afectar a la actividad del

enzima.,

Sel.2 ° SISTEMA GUANINA - GAH — XANTINA

En la GAH de cerebro de rata se ha obtenido :
K = 6,40 t0,07 PN

determinada con guanina 10 - 60 FM y 0,010 U/ml de GAH. El va-
lor es andlogo al de la forma michaeliana del enzima de cere-
Bro de ratén (Km== 6 FM) y al valor de SO,S de la forma alos-
térica A de higado de rata (5,3 PM) pero difiere del corres-
pondiente a la forma B michaeliana del mismo tejido (Kh==20}ﬂn)
(Kumar et al 1972). En otros casos, los valores que se indican
varian en un margen amplio : 10,5 PM para higado de conejo (Cu-
rrie y Bray 1967), 11 PM para cerebro de cerdo (Rossi et al
1978), 80,6 FM para rifién de rata (Sanger y Sudhir 1970), 5
para suero humano (Carraway 1966) y 33 FM para misculo de baca-

lao (Roy 1966).

g

|
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La xantina (0,01 -0,05 mM, 0,01 TU/ml de GAH) es inhibidor |
competitivo de la GAH : |
- = 1 . .

Ki(xantlna) 119z 5 FM

La adenina, la adenosina y AMP, la guanosina y GMP, la ino-
sina e IMP y el d4cido urico, la xantosina y XMP (hasta_loolﬂﬂ) :
no parecen afectar a la actividad del enzima. Por su parte, el
enzima de higado de bacalao no es inhibido por la hipoxantina £
ni por la xantina (Roy y Roy 1967) y el de cerebro de cobaya
es inhibido competitivamente por ambas purinas y por al dcido
urico, pero la adenina no afecta a su actividad (Martinez -

Farnds et al 1978).

HDele3 SISTEMA DE LA 5’NUCLEOTIDASA

La actividad - 5°N de cerebro de rata no depende del idn Mg
(II) para su actividad, en lo que concuerda con el enzima de
cerebro de oveja (Ipata 1968), mientras que la actividad del
enzima de higado de pollo depende, de modo absoluto, de los i
iones divalentes (Itoh et al 1978).

La determinacidn de las velocidades iniciales con los diver-
sos 5 ‘monofosfato de purinnucledsidos conducen a los valores
de la tabla VIII. Los valores de Km'del enzima de diferentes
procedencias muestran una gran variabilidad (Lisowski 1966,
Song y Bodansky 1966, Ipata 1967, Bossman y Pike 1971, Tanaka
et al 1973, Mallol 1980). |

Se pone de manifiesto que el orden relativo de velocidades
mdximas es inverso al de las constantes de Michaelis de los
distintos substratos. Asi, el substrato mds afin es el AMP,
cuya velocidad mdxima es la mayor, seguido del IMP y del GNP,
cuyas afinidades son comparables; el XMP es el peor substrato.

En cerebelo de rata, el substrato mds afin es el AMP (Bossman
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y Pike 1971), mientras que en higado de pollo lo es el IMP,
seguido del GMP, el AMP y del XMP, cuya velocidad relativa
eg del 31 % respecto a la del IMP (Itoh et al 1978).

La adenosina (167 pM)_inhibe a la.5'N el 98 % frente a INP,
el 92 % frente a GMP y el 70 % con XMP. Con AMP (75 PM)’ 1la
inosina, la guanosina y la xantosina (333 FM) o la adenina ,
la guanina, la hipoxantina y el dcido drico (250 PM) no afec-
tan a la actividad de la 5°N. Sin embargo, se ha descrito la
influencia de los nuclebtidos purinicos sobre la actividad del
enzima (Ipata 1967, 1968; Murray y Friedrichs 1969; Fox y Mar-
chant 1974). Estas inhibiciones no se han considerado en el
presente trabajo, ya que los nuclebsidos di y trifosfato no

se pueden considerar intermediarios del metabolismo(fig 4 ).

5.1.4 SISTEMA DE TA PURINNUCLEOSIDO FOSFORILASA

La determinacidén de las velocidades iniciales con los 4i -
versos nucledsidos purinicos, ha permitido obtener los valo -

res que aparecen en la tabla IX.

El orden relativo de las velocidades mdximas, indica que el
enzima actia preféfentemente sobre la inosina o la guanosina,
dependiendo de la concentracidén de nucledsido, ya gque la ve -
locidad mdxima (V) es superior con inosina y la constante de
Michaelis (Km) es menor con guanosina. En cuanto a la xantosi-
na, la afinidad del enzima por este substrato es alta, supe-
rior incluso a la de la inosina, aunque la velocidad mdxima es
muy pequefia. Por otra parte, la adenosina no es substrato del

enzima.

Los resultados comentados son similares a lo descrito para
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el enzima de Bacillus cereus (Gardner y Kornberg 1967), para

el que la inosina es el substrato mds afin seguido de la gua=
nosina, mientras que las velocidades con xantosina y adenosina
son muy reducidas. Por el contrario, frente al enzima parcial-
mente purificado de médula désea de conejo, la inosina o la
xantosina no son substratos o inhibidores (Yamada 1961). Asi-
mismo, los valores de constantes de Michaelis asignados al en-
zima de diversas procedencias son muy variables (Friedkin y
Kalckar 1950, Gardner y Kornberg 1967, Kim et al 1968 b,

Sheen et al 1968, Agarwal y Parks 1969, Gilpin y Sadoff 1971,
Serra et al 1971, Lewis y Glantz 1976).

La hipoxantina (10 - 120 pM, 0,005 U/ml de PNP de la fraccidn
soluble -véase 4.1-) y la guanina (17 -120 pM, 0,012 U/ml de
PNP del purificado parcial exento de GAH —véase412f) son in-
hibidores competitivos de la PNP. Con guanosina como subs -
trato : |

. _ £} . . s L
Ki(guanlna)-— 16=x2 Py Ki(hlpoxantlna) 22"2_PM :

Con inosina como substrato :

Ki(hipoxantina) = 39% 3pM y Ki( guanina) = 23 %3 M.

Los valores de las constantes de Michaelis para inosina y
guanosina y los de las constantes de inhibicidén para hipoxan-
tina y guanina, concuerdan con el cardcter reversible de la

reaccidn catalizada por la PNP (Krenitsky et al 1968 a y b).

5415 SISTEMA DE LA XANTINA OXTDASA

Se investigd la posible actividad xantina oxidasa en el te-
jido cerebral de rata con distintas concentraciones de xan -
tina (hasta 100 FM)’ en ausencia o en presencia de NAD (hasta

500 PM)’ con la mdxima concentracidn de proteina gque no inter-
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fiere en las determinaciones (0,05 mg/ml de la fraccidn solu-
ble -véase 4.1- en la mezcla de reaccidn) y en ningln caso se

observé actividad.

5ele6b ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS VELOCIDADES -
MAXIMAS DE REACCION

Los resultados que aparecen en la tabla X, indican que la
PNP es la que exhibe la mayor velocidad de reaccidén al actuar
sobre la inosina y la guanosina, seguida de la GAH al desami-

nar la guanina.

En cuanto a la 5°N, que marcdrd la pauta degradativa (el de
la primera etapa del catabolismo), exhibe la velocidad de reac-
cién mayor con AMP, Ello indica que el recambio de los nucled-
tidos de adenina debe ser el mds elevado y que se produce ade-
nosina en mayor cantidad que la que puede ser transformada por
la ADA (Tabla X). La probable acumulaciédn de adenosina, per-
mitird su reincorporacidn al acervo nucleoti{dico por inter -
vencidén de la adenosina quinasa cuya actividad depende de la

concentracidén de ATP (Agarwal et al 1976, Smith et al 1977).

S5eleT DISCUSICK

Los resultados experimentales descritos, proporcionan algu-
nos elementos de juicio para poder esquematizar una posible
explicacidn con respecto al comportamiento de la via catabd -

lica del metabolismo general de las purinas.

Para mantener las mdximas analogfas con los sistemas "in vi-
vo", las condiciones de experimentacidén han sido de pH 7,4 y

de temperatura 379C. .En estas condiciones, se han determinado
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distiﬂtos pardnetros cinéticos para cada uno de los enzimas es-
tudiados. También se ha ensayacdo el efecto inhibidor de los in-
termediarios del metabolismo purinico. Con ello, se pueden es-
tablecer las condiciones cinéticas bédsicas del funcionamiento

de cada sistema.

La ADA de cerebro de rata, para la cual se ha obtenido un va-
lor de Km de 56 pM con adenosina, muestra un comportamiento si-
milar en otros drganos de otras especies, ya que en todos se
encuentran unas Km que varian entre 10 y 60 FM con adenosina
(Hoagland y Fischer 1967, Chassy y Suhadolnik 1967, Ma y Fis-
cher 1968, Simon et al 1970, Maguire y Sim 1971, Agerwal et
al 1975 a, b; Tritsch y Rosenfeld 1976, Hamill y Tritsch
1976, Agerwal et al 1977, Arch y Newsholme 1978, Fonoll et al
1982). Asi pues, la ADA tiene una elevada afinidad por su
substrato adenosina. El enzima es inhibido por el producto de
la reaccidn (inosina) de forma competitiva y con un valor de
Ki de 570 pM, lo que indica que la afinidad del enzima para
con la inosina es unas 10 veces menor (Km/Ki) que para con el
substrato. En cerebro de mono, la afinidad para con la inosina
es siete veces menor (Tritsch y Rosenfeld 1976). Andlogamente,
el enzima es inhibido de forma ccmpetitive por la guanosina y
por la adenina, lo que concuerda con los estudios realizados

con el enzima de eritrocitos humanos (Daddona y Kelley 1977).

Lcs restantes intermediarios del metabolismo no inhiben al
enzima que tampoco parece sufrir inhibicidn por exceso de
substrato (hasta 200 FM’ dato acorde con Hoagland y Fischer
-1967- en doudeno de pollo). Ello demuestra, a nivel metabdli-

co, una regulacidén poco efectiva del enzima.

La GAH también tiene una elevada afinided con su substrato
guarina (Km== €,8 FM) Ng s6lo es inhibido de forma competitiva

por el producto de la reaccidn, la xantina(Ki==ll9 FM)' Los




~104-

valores de Km del enzima de diversos origenes oscilan entre
5y 8 pM (Carraway 1966, Roy 1966, Mansoor et al 1963, Currie
y Bray 1967, Bergstrom y Bieber 1978, Kumar et al 1972, Rossi
et al 1978; Galilea et al 1981). Por su parte, para el enzima
de higado de bacalao, ni la hipoxanfina ni la iantina son in-
hibidores (Roy y Roy 1967), mientras que para el de cerebro de
cobaya, tanto la hipoxantina, como la xantina o al 4cido Uri-
co son inhibidores no competitivos (Martinez — Farnds et al
1978). No obstante, con los datos aportados en este trabajo,
cabe esperar que el comportamiento del enzima "in vivo" sea

el de desaminar de forma rdpida (por su élevada V en la frac-
cidn soluble -tabla X-) la guanina transformdndola en xantina;
"In vivo" el posible efecto inhibidor de la xantina es poco
probable pues se requeririan concentraciones de xantina cien
veces superiocres a las de guanina (]'FM) para una inhibicidn

del 50 %.

La actividad de la 5°N de cerebro de rata, se : poné de
manifiesto incluso en ausencia del idn Mg (II) en el me-
dio. La presencia del idn es imprescindible para la actividad
B'H de Bacillus subtilis K (Ozaki y.Shiio 1979), de higado de
pollo (Itoh et al 1978), de higado de rata (Fritzson 1968)

y de bacterias marinas (Ahlers et al 1978) entre otros orige-
nes. Sin embargo, otros autores han demostrado que la activi-
dad de la 5’N de corazén de rata (Sullivan y Algers 1971), de
gldndula mamaria de rata (Chaterjee et al 1979), de linfoci-
tos de cerdo (Dornand et al 1977, 1978), de células Hela (Bra-
ke 1978), de cerebro de cordero (Ipata 1967, 1968) y de cere-
bro de buey (Malloly Bozal 1982) no se modifica en presencia
del idn Mg (II). La actividad del enzima solubiligzado de mem-
branas tiroideas de buey tampoco es dependiente del idén Mg
(II) (Peeters et al 1981).
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El enzima ha mostrado, con los substratos ensayados (AMP ,
IMP, GMP y XMP), un comportamiento estrictamente michaeliano.
Se ha puesto de manifiesto que el orden relativo de veloci-
dades méximas es el mismo que el de afinidades por el subs -
trato (Tabla VIII). Bossman y Pike (1971) en cerebelo de rata
encuentran que el orden de afinidades de substrato para la
5’N es AMP> GMP> IMP, mientras que en higado de pollo, el or-
den de afinidad es muy distinto y el substrato mds afin es el
IMP, seguido de GMP y de AMP (Itoh et al 1978). En cuanto al
XMP, que ha sido poco utilizado y del que no existe. la Km
correspondiente para la 5°N de ningun érgano, se ha indicado
una velocicdad relativa del 31 % . comparada con la del IMP,

también en higado de 'pollo (loc. cit.).

Respecto a las posibles inhibiciones, se confirma la zusen-
cia de las mismas excepto por los productos de la reaccidn. El
enzima de cerebro de rata es fuertemente inhibido por adenoéiA.
na (que por defecto del método no se pudo estudiar cindtica -
mente, aunque como en los otros sistemas estudiados, cabe es-
perar que la inhibicidén sea de tipo competitivo). Estos datos
se confirman en unos casos, ya que en placenta humana la ade-
nosina es inhibidor competitivo (Ki== 0,4 mM) (Song y Bodans -
ky 1966), al igual que en higado de rata (Ki== 0,8 mM) (Naka-
mura 1976, Tanaka et al 1973). La inosina también inhibe com-
petitivamente en placenta humana (Ki== 3mM ) (Song y Bodansky
1966) asi como en higado de pollo, y se muestra como el inhi-
bidor por producto mds potente en organismos uricotélicos

(Itoh et al 1967) en los que el substrato mds afin es el INP.

En otros casocs, con estudios mds amplios, se demuestra que
el enzima de cerebro de cordero no es inhibido por Pi’ hipo -
xantina, guanina e inosina (Ipata 1967, 1968), mientras que,
a veces, se habla de inhibiciones por mononucledtidos (Burger

y Lowenstein 1975, Fox y Marchant 1976) y que no son tales
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pues al ser substratos, los mononucledtidos se unen ineludi-
blemente al enzima; de ello resulta una inhibicidén ficticia

si se ensaya la actividad para con otro substrato.

El enzima de diversos origenes es modulado por di y trinu-
cledtidos, principalmente por ATP, ADP y GTP (Ipata 1967 , 1968;
Murray y Friedrichs 1969, Burger y Lowenstein 1975, Fox y Mar-
chant 1976, Van der Berghe 1977). Estos efectos no se estudian
en este trabajo pues estos metabolitos no se pueden conside -
rar intermediarios del metabolismo (fig 4 ). No obstante, es
posible que debido a ello, el enzima ejerza una funcidbn de
control del nivel de los distintos nucledtidos, si bien de
forma distinta en animales ureotélicos que en uricotélicos .
Asi, el enzima contfibuye al recambio de los nucledtidos de la
célula, al producir nucledsidos que, bien pueden seguir
la v{ia degradativa, o bien reincorporarse al acervo.de nucled-
tidos via nucledsido gquinasas como ya se ha descrito para la

~adenosina (Agarwal et al 1976, Smith et al 1977).

E1l estpdio de la PNP de cerebro de rata se puede abordar des-
de el punto de vista de cada uno de sus posibles substratos .
El valor de Km hallado para guanosina, 32 FM estd en consonan-
cia con el valor de 43,5 pM encorntrado para la PNP de cerebro
de buey (Lewis y Glantz 1976). E1l valor de Km con inosina, 117
FM es superior al de 17 PM obtenido con el enzima de higado de
buey (Friedkin y Kalckar 1950) y mds cercano a los valores que
se indican para eritrocitos normales (58 - 67 PM) (Kim et al
1968 b; Sheen et al 1968, Agarwal y Parks 1971), para la célu-
vegetativa (46 FM) y para la espora (70 FM) de Bacillus cereus
(Gardner y Kornberg 1967, Gilpin y Sadoff 1971, Serra et al
1971). E1 valor estimado para la xantosina, 36 pM, no puede

ser comparado pues no existe dato andlogo en la bibliografia .
Sin embargo, ateniéndonos a la tabla IX, se concluye la muy be-

ja velocidad de reaccién para con la xantosina, asi como la
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prédcticamente nula con la adenosina, lo cual estd en concor -
dancia con los datos de Gardner y Kornberg (1967), resumidos
en la tabla XI.

TABLA XTI

VELOCIDADES RELATIVAS PARA CON LOS DISTINTOS SUBSTRATOS
DE LA PXP DE Bacillus cereus (Gardner y Kornberg 1967)

Substrato Célula vegetativa Espora
INOSINA 100 100
DESOXI INOSINA 54 48
GUANOSINA 50 65
DESOXT GUANOSINA 53 46
ADENOSINA 0,5 0,5
XANTOSINA 0,5 0,5
OTROS 0,5 0,5

En cuanto a las inhibiciones, el enzima se combina tanto con
guanina como con hipoxantina, que son los productos de los subs-
tratos mds afines. La xantina (0,1 mM) no inhibe apreciable -
mente pero cabe esperar que también se combine con el enzima
y €l efecto sea cuantizable solamente a mayores concentracio -
nes del inhibidor. Los restantes intermediarios no inhiben al
enzima. La inhibicién, de tipo competitivo, de guanina e hipo-
xantina, tiene unas Ki muy bajas y esfo con independencia del

substrato (Guanosina o inosina -véase tabla 1X-). ILas Ki son




-108-

comparables al valor de Km del enzima con guanosina e incluso
menores que 1la Km con inosina (Tabla IX). Si se comparan es -
tos datos con los que se conocen para el enzima de otras fuen-
tes, se manifiesta la gran variabilidad genética del enzima .
En médula {&ses de conejo, ni la xantosina ni la guanosina inhi-
ben ni son substratos del enzima (Yamada 1961); en Bacillus
subtilis, tanto XMP como GMP inhiben de forma no competitiva,
mientras que el AMP lo hace de forma cooperativa (Serra et al

1971); en Salmonella typhimurium y Escherickia coli, la adeni-

na inhibe de forma no competitiva (Jensen 1976); en eritroci -
tos humanos, ios resultados son mds concordantes y tanto hipo-
xantina como xantina y guanina inhiben de forma competitiva,
con unas Ki entre 10 y 40 FM’ mientras que la adenina tiene un
efecto menos acusado, con una Ki de 6,6 mM (Krenitsky et al
1968 a y b).

Estas inhibiciones son ficticias, por el caracter netamente
reversible de la reaccién. Aéi, el hecho de que los valoresde
Km con guanosina e inosina y los de Kﬁ'para guanina e hipbxan—
tina sean del mismo orden de magnitud, implica que el enzima
puede actuar en uno u otro sentido, segin sean las concentra -
ciones intracelulares de los metabolitos citados. Por su parte,
la actuacidn del enzima con xantosina tendrd poco significa -
do "in vivo" salvo en condiciones limite que impliquen une acu-
mulacidn apreciable del nucledsido, lo cual es poco probable.
En cualquier caso, el enzima actuard en su papel anabdlico o
catabdlico dependiendo no solo de las concentraciones de gua -
nosina, inosina, hipoxantina y guanina (y, ocasionalmente de
xantosina), sino de los otros dos substratos necesarios :I}_pa—
ra la via catabdlica, y R-1-P ﬁéra la via biosintética de nu-
cledsidos. Por lo demds, el enzima serd indiferente a los nive-
les de los demds intermediarios, lo que sugiere que la tnica

regulacién profunda para la PNP es la genética.
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En cuanto a la. poca o nula actividad de la xantina oxidasa
que confirma los datos de Markley et al (1973), es de presu-
mir que sea una constante en el cerebro de mamiferos, con un
significado fisioldégico adn obscuro. No obstante, se puede
pensar en una posible toxicidad del 4cido iUrico en el cere -
bro, al igual que ocurre con las oxopurinas en el sistema ner-
vioso, tal como se ha indicado por Rosenbloom et al (1967) y
por Seegmiller (1976).

El estudio comparativo de las velocidades mdximas de los en-
zimas estudiados que se especifica en la tabla X, permite emi-
tir una hipdtesis acerca de qué via catabdlica estd mds favo -

recida y cual menos.

El enzima de la primera etapa del catabolismo, la 5°N, ex-
hibe la velocidad de reaccidén mayor con AMP, lo que indica que
el recambio de los nucledtidos de adenina debe ser el mds ele-
vado. Ademds, es posible una produccidn de adenosina mayor
de la que puede ser convertida en inosina por la ADA (TablaX).
La probable acumulacidn de adenosina permitird su reincorpora-
cidn al acervo nucleoti{dico por intervencidn de la adenosina
quinasa, cuya actividad depende de la concentracién de ATP

(Agarwal et al 1976, Smith et al 1977).

El cardcter reversible de la reaccidn catalizada por la PNP
v el que el sistema inosina - hipoxantina (fig 4 ) se halle

desplazado hacia la formacidén de inosina (Ki(hipoxantinaJ <K

(inosina)), sugiere que pueda influir en la transformacidn de
la adenosina en inosina, catalizada por la ADA. Al ser la ino-
sina inhibidor por producto de la ADA, su concentracidn puede
determinar que sea mayor la cantidad de adenosina recuperada

por la via de la adenosina quinasa.

Debido a la ausencia de actividad xantina oxidasa en el te -

jido cerebral de rata, el catabolismo de los nucledtidos de
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hipoxantina conduce a su liberacidén y, por la intervencién de
la hipoxantin - guanin fosforibosil transferasa (HGPRT), " se
transformard en IMP (Adams et al 1971, Olsen y Milman 1978).
Es probable que esta ruta constituya la fuente principal de
este metabolito, ya que se ha demostrado que la sintesis "de
novo" de los nuclebtidos purinicos en el cerebro no es muy

significativa (Howard et al 1970, Wong y Henderson 1972).

Por su parte, el catabolismo de los nucledtidos de guanina
conduce a xantina. La guanina estd situada en el penidltimo pa-
so catabdlico y puede recuperarse por intervencidn de la HGPRT,
transformdndose en GMP., Asimismo ,la desaminacién de la guani -
na por GAH la transformaria eﬂ xantina. Esta dltima no es
susceptible de‘trangformacidn en XMP por la via de la fosfo-
ribosil transferasa, ya que no se ha encontrado un enzima que
catalice eficientemente dicha reaccién. Por tanto, hay que
suponer que el exceso de xantina en cerebro se eliminard por
difusidn a la sangre y en el rifiln se transformard en dcido
urico por la intervencidn de la xantina oxidasa presente en

el tejido.

El XMP es solo un intermediario en la interconversidn del
IMP y GMP; por tanto, el catabolismo del XMP no se muestra
sea significativo en ccrrelacidn con las actividades reducidas
que muestran la 5’N y la PNP en esta via catabdlica (Tablas
VIII y IX). _

La validez de las hipdtesis aqui formuladas, baszdas en ex-
perimentos "in vitro", es limitada ya que pueden intervenir
‘mecanismos mds complejos. Los resultados resefiados dependen
también de los niveles celulares de Pi y de R=1-P que pue-
den modificar 1la etapa catalizada por la PNP. Por otra par -
te, el fosforribosil pirofosfato (PRPP), que es el cofactor de
la HGPRT en la via de recuperacién (fig 4 ), puede desempefiar

un papel similar.
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5¢2 ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIGADAS A TOS
MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA

La presencia de enzimas del catabolismo purinico se ha pues-—
to de manifiesto en ‘fracciones subcelulares de diversos teji-
dos, entre ellos, la ADA y la GAH que se han considerado tra-
dicionalmente como enzimas citosolubles (Jordan et al 1959,
Kumar et al 1965, Mustafa y Tewari 1970, Pull y McIlwain 1974,
Trams y Lauter 1975). La menor actividad exhibida por estos
enzimas en las fracciones subcelulares, en comparacidn con
otros enzimas citosolubles (LDH o MDH), que también se unen a
las. membranas celulares (Ferndndez - Santos 1978, Elduque et al
1982), ha determinado que haya sido poco estudiada su presen -
cia en las mismas; tampoco se posee una idea clara de la natu-
raleza quimica de su unidén. En el presente capf{tulo se ha pre-
tendido efectuar la caracterizacidn cualitativa y cuantitativa
de la interaccidn de los enzimas LDH, MDH, ADA, GAH y PNP con

las membranas microsomales del tejido cerebral de rata.

Delel . EFECTO DE 1.0S MEDIOS DE LAVADO DE LOS MICRO-

SOMAS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LOS ENZIMAS ES -
TUDIADOS

A fin de poder comparar las sctividades enzimdticas estudia-
das, en los distintos medios de separacidén de la fraccidnmi-
crosomal, se han efectuado experimentos que pongan de mani -
fiesto si la naturaleza del medio provoca variaciones signifi-

cativas de la actividad de los enzimas en estudio.

La fraccidn soluble, obtenida como se describié en métodos
(véase 4.3), se diluyé en el medio adecuado, a fin de que la

actividad enzimdtica final de las disoluciones asi preparadas
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fuese ‘andloga a la de los lavados. En las disoluciones enzi-
mdticas as! preparadas, se determinaron las actividades de
los distintos enzimas : ADA, GAH, PNP, LDH y MDH., Como control
se empled una disolucidn enzimdtica preparada por dilucidn con
el medio A (sacarosa 0,28M, tris 25 mM, EDTA 1 mM, HC1l de pH
Tyd).

La disolucidn de desoxicolato al 0,075 % (p/v) en A, no
afecté a la actividad de los engimas ADA, GAH, PNP, LDH y MDH,
pero cuando la concentracidén de desoxicolato es superior (0,2
a 0,5 %) no es posible determinar las actividades ADA, GAH y
PNP,

El fosfato sédico 50 mM, de pH 7,4 no afectd a la actividad
de la ADA, la GAH, la LDH y la MDH, pero la actividad PNP
aumentd un 33 % o un 16 % al afladir 2 ml o 1 ml, respectiva-
mente de la disolucidén enzimdtica a la mezcla de reaccidn

(3 ml totales).

Por su parte, el NaCl 0,15 M en A no afectd a la actividad
de los enzimas ADA, GAH, PNP, LDH y MDH, pero si lo hizo
cuando la concentracidén final fué de 4 M en A, tal como se

muestra en la tabla XII.

Las correcciones debidas a los efectos del medio de lavado
para cada actividad enzimdtica, ya se han tenido en cuenta

al expresar los resultados que se presentan posteriormente.

5e262 EFECTO DE LAVADOS SUCESIVOS DE LOS MICROSOMAS
CON MEDIOS DE DISTINTA FUERZA IONICA SOBRE
LA LIBERACION DE LOS ENZIMAS ESTUDIADOS

Los microsomas obtenidos como se describidé en métodos (véa-

se 4.3) se sometieron a lavados sucesivos con medios en los
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TABLA XII

MODIFICACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN ESTUDIO
POR EL NaCl 4 M EN EL MEDIO A

Enzima Control Disolucidn enzimdtica afiadida

a la mezcla de reaccidn

1 ml 2 ml
LDH 100 100 100
MDH 100 100 , 96
ADA 100 96 52
GAH 100 92 70
PNP 100 18 10

La actividad se determindé como se describidé en métodos
(véase 4.21.1 y 4.21.3.1). La fraccidn soluble se diluyd de
forma que en la disolucidén enzimdtica la concentracidn de
NaCl fué 4 M. Como control se usé la fraccidn soluble di -

luida con el medio A, Volumen de la mezclas de reaccidn, 3 ml.

que varié la fuerza idnica. Los resultados se presentan en
la tabla XIII. En ésta y en las siguientes, se toma como re -
ferencia la actividad de los enzimas en la fraccidn soluble
expresada en Pcat/g tejido. Los resultados obtenidos en ca-
da lavado se expresan en partes por 10.000 de actividad
(Pcat) libverada por los microsomas correspondientes a 1 g

de tejido, respecto a la actividad,del enzima considerado, en
la fraccidn soluble. Cuando en tablas sucesivas se expresan
las actividades en pp 10.0C0, se toman como referencia las
actividades de la fraccidén soluble obtenidas en el medio A

Y que se indican en la primera columna de la tabla XIII.
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Al tratar los microsomas con medios de mayor fuerza idbnica
(NaCl 0,15 o NaCl 1M), despuds de haber efectuado tres lava -
dos sucesivos de los microsomas con el medio A, no se obser-
va una liberacidn apreciable de los enzimas del catabolismo
purinico (ADA, GAH y PNP) y lo mismo ocurre con la ILDH y la
MDH (Tabla XIII).

En el Ultimo lavado, efectuado con fosfato sédico 50 mM de
pH 7,4, se libera una cantidad moderada de actividad de los
enzimas estudiados, siendo mayor la ccrrespondiente a la LDH

y la MDH (Tabla XIII).

En los experimentos que.se describen posteriormente, losmi-
crosomas sometidos a tres lavados sucesivos en el medio A, se
denominardn "microsomas lavados". De los "microsomas lavsdos"
ya no es posible conseguir una liberacidn apreciable de los
enzimas estudiados con ﬁedios de NaCl de fuerza idnica supe -

rior a la del medio A (Tabla XIII).

5¢263 | EFECTO DE LA SONICACION EN EL MEDIO A SOBRE
LOS "MICROSOMAS TLAVADOS"

Para estudiar la posible liberacidbén de las actividades en-
zimdticas en estudio a partir de los "microsomas lavados", se
sometieron éstos a sonicacidén en el medio A y a 18 micrones,
por espacio de 90 s, en intervalos de 30 s alternados con pe-
riodos de reposo de 30 s. Los resultados se recogen en la ta-
bla XIV en la que se observa que, en este tratamiento, todos

los enzimas estudiados se liberan de forma apreciable.
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TABLA XTIV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR SONICACION EN EL
MEDIO A DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS" DE CEREBRO DE RATA

Enzima Sonicado en A
pp 10.000
LDH 44 %3
MDH 3te
ADA 35%0
GAH 37%1
PNP ) 42+ 1
Proteina 0435
mg/g tejido

Los microsomas, previamente lavados tres veces con el medio
A ("microsomaé lavados"), se sonicaron (18 micrones, 30 s por
tres veces) en el medio A. Las actividades enzimdticas se de-
terminaron en los sobrenadantes y se expresan en partes por
10.000 de actividad liberada por los microsomas correspon -
dientes a 1 g de tejido, respecto a la actividad de cada en -
zima en la fraccidn soluble de cerebro (véase pie tabla XIII).

Resultados promedio correspondientes a tres experimentos and-

logos.

5.2.4 EFECTO DE LA SONICACION EN DISTINTOS MEDIOS
Y EN DESOXICOLATO SOBRE LOS "MICROSONAS
LAVADOS"

Los "microsomas lavados" se sonicaron de forma alternativa

suspendidos en NaCl 0,15 M en A, en fosfato sédico 50 mM de
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pH 7,4 y en desoxicolato 0,075 % (p/v) en A. Los resultados
que se muestran en la tabla XV se comparan con los obtenidos

por sonicacidén en A (véase tabla XIV).

La sonicacidén en disoluciébén 0,15 M de NaCl en A no liberd
'mayores actividades enzimdticas que la sonicacién en A. Asi,
el medio A fué suficiente para anular las posibles interaccio-
nes electrostdticas entre los enzimas en estudio y las membra-

nas microsomales.

La sonicacidn en presencie de fosfato sddico 50 mM de pH
744 libera mayor cantidad de actividades enzimdticas que la
sonicacidn en A; pero es en el medio de desoxicolato 0,075 %
en el que se observa la mayor liberacidn de los enzimas enes-

tudio.

DeCeD EFECTO DEL DESOXTCOLATO SOBRE LOS "MICROSOMAS
LAVADOS" Y SOBRE LOS MICROSOMAS SONICADOS

Para comprobar el efecto que ejerce el detergente por si so-
lo, se efectud un lavado de los "microsomas lavados" con de -
soxicolato 0,075 % (p/v) en A. Los resultados obtenidos apa-
recen en la tabla XVI y demuestran que el detergente, es mds
eficaz que la sonicacidén en A, para conseguir la liberacidn

enzimdtica.

Los resultados obtenidos al tratar con desoxicolato el re-
siduo microsomal obtenido después de la sonicacidén en A de los
"microsomas lavados" (Tabla XVII) ponen de manifiesto que los
.microsomas, auln liberan cantidades apreciables de los enzimas
estudiados. La liberacidn, producida por el detergente, estd
comprendida entre un 60 y un 75 % de la producida en la soni-

cacidn anterior.
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TABLA XVI

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR TRATAMIENTO CON
DESOXICOLATO DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS"™ DE CEREBRO
DE RATA

Enzima Desoxicolato 0,075 %
(p/v) en A
pp 10.000
LDH 86+ 2
MDH 611
ADA 70+ 1
GAH 71+1
PNP 83%3
Proteina 0,30
mg/g tejido
Los microsomas previamente lavados tres veces con el medio
A ("microsomas lavados") se trataron con desoxicolato 0,075 %

(p/v) en A. Las actividades se determinaron en el sobrenadan-

te. los valores se expresan en partes por 10.000 de actividad |

liberads por los microsomas correspondientes a 1 g de tejido,
respecto a la actividad de cada enzima en la fraccidn solu -
ble (véase pie tabla XIII). Resultados promedio correspondien-

tes a tres experimentos andlogos.
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ACTIVIDADES ENZIMATICAS RELATIVAS LIBERADAS DE LOS MICRO-
SOMAS SONICADOS EN A Y TRATADOS POSTERIORMENTE COIN DESO -

XICOLATO

Enzima Sonicado en A Desoxicolato 0,075 % en A
LDH 100 61+1

MDH 100 70%1

ADA 100 672

GAH 100 6334

PNP 100 75+ 4

Proteina 0;35 0,13

(mg/g tejido)

Los microsomas; previamente lavados tres veces con el medio

A ("microsomas lavados"), se sonicaron en A y el residuo de

los microsomas sonicados se traté con desoxicolato 0,075 %

(p/v) en A; La actividad enzimdtica se determind en el sobre-—

nadante y se expresan los valores comparativos correspondien-

tes a dos experimentos andlogos. E1l valor 100 se asigna a las

actividades liberadas en la sonicacidn.
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5.246 EFECTO COMPARATIVO DEL DESOXICOLATO Y DE LA

SONICACION A DISTINTOS INTERVALOS DE TIEMPO,
SOBRE_LOS "MICROSOMAS LAVADOS"

Para comprobar que las causas de la 1iberacidn enzimdtica
de los “microsomas lavados" son distintas cuando se efectﬁa
por sonicacidn o por tratamiento por desoxicolato, se reéli-
z6 el siguiente experimento comparativo. Una alfcuota de "mi-
crosomas lavados" se traté con desoxicolato 0,075 %; otras
cuatro alficuotas se sonicaron suspendidas en A, aunque a dis-
tinto ndmero de intervalos de 30 s, con periodos de reposo
de 30 s. Los resultados se recogen en la tabla XVIII. En ella
se observa que la mayor liberacidén de actividad se produjo al
tratar los microsomas con el detergente. Con la sonicacidén,
la liberacidn de las actividades enzimdticas fué progresiva
con el tiempo aunque no alcanzd a la producida por el desoxi-

colato; sin embargo, la cantidad de proteina liberada por ac-

cidén del detergente fué menor que la que se liberdé en la soni-

cacidn durante 90 s (30 s por tres veces) y 150 s (30 s por

inco veces).

5.2.7 ' EFECTO DE CONCENTRACIONES ELEVADAS DE NaCl
SOBRE LA LIBERACION DE ACTIVIDADES ENZIMA-
TICAS LIGADAS A LOS MICROSOMAS DE CEREBRO
DE RATA

Para comparar los resultados anteriores con lo que ocurre
'al lavar la fraccidén microsomal de cerebro de rata con medios
de fuerza iénica elevada, se han efectuado lavados de dicha
fraccidn con disolucidn de NaCl 4 M en A. Los resultados se

muestran en la tabla XIX. Después del primer lavado de los

microsomas en la disolucidén de NaCl 4M en A, el segundo lava-

1'

f




*oquefae30p To Jod SEPRISIQTT SEOTIPWIZUD SOPBPTATIO® SBT ® Q0T JIOTPA T9 rUTS® 25 A SOAT)
—predwoo UOS SOPE}TNSAT SOT *(SIIURPRULIQOS) OPBART dp Sende SeT ud UOJEJTULIOOP oS SBOTJRWIZUS SOPEPTATIOR SB]

v ua (A/d) % 00 03BTOOTXOSIP UOD Q3BIY IS BUTITH
T ¢(S902A 00UTD £ $900A Saq3 ‘s900A sop ‘zoA 'um s Of) odwdT) Op SOTEAJIIUT SOJULISTP ® (SQUOJOTW. Q1) UOJBOTUOS
oS SBTT® op OJ3en) *SeIONDOTTE OJUTD UOJBWOY IS fy oTpou T UOD SDA SAI} SOPBART aquauretAdad fsewosoxotTw SOT 2

1€°0 rAAl0) S€€o ot‘o - 610 optfe3 §/5u
'UF30ad

00T RS 139 1% 92 dNd

00T 8S 19 B £ HYD

001 29 (1)) 6T A ‘ yav

00T 65 123 ey 6T HaOW

00T 79 TS ot LA HaT

9% SL0‘0 OLVIODIX (§ x s of) (€ x s 0f) (z x s 0f) (1 x s of)

—0SAd NOO OINITWVIVML V NI NOIOVOINOS V Ni NOIOVOINOS  V NI NOIDVOINOS V Nd NOIOVOINOS euTZUY

9% SL0°0 OLVIOOIXO0SEA NOD OATLVNYALTV OLNAIWVIVYI ¥0d O OdWIIL 3d SOTVA
~YTINT SOINTISEQ V NOIOVOINOS ¥0d ‘uSOOVAVI SYWOSOUOIWs SOT Jd SVIVHAHEIT SVALLVIIN SVOLLVWIZNA SAAVATATLOV

ITIIAX VIEVL



=123=

do con el medio A (sin NaCl) liberd mayores actividades enzi-
méticas que las que aparecieron cuando se efectud el primer
lavado con A. Ademds, estas actividades fueron superiores a
las obtenidas cuando el segundo lavado se efectud con la di-
solucidn salina (Tabla XIX a). La pérdida no fué debida a
desnaturalizacidn, ya que un tercer lavado con A liberd una
cantidad de actividades enzimdticas que fué complementaria a
las obtenidas en el segundo lavado con el NaCl 4 M en el me-
dio A (Tabla XIX D).

Los microsomas no experimentaron ninguna modificacidn apre-
ciable, respecto a su contenido enzimdtico, a causa del trata-
miento con el medio de concentracidn salina elevada. Este ex-
tremo se comprobd al tratar con desoxicolato (0,075 %) los
microsomas previamente lavados con A o con la disolucidn de
NaCl 4 M en A. Los resultados de la tabla XIX ¢ indican que
la liberacidn de actividad fué similar después de ambos trata-

mientos.

5e2e8 EFECTO DE CONCENTRACIONES ELEVADAS DE PRO -
TEINA (BSA) SOBRE LAS ACTIVIDADES LDH Y MDH
LIGADAS A LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA

En un experimento andlogo al resefiado en el apartgdo ante-
rior, en lugar de utilizar una elevada concentracidn salina
en los lavados, se afiadié seroalbimine bovina (BSA), 5mg/ml
en A, al medio de lavado, cantidad de protefna que es muy su-
perior a la qgue aparece habitualmente en la fraccidn soluble
0 en lavados sucesivos de los microsomas. En éstos ultimos, y
por la razbén comentada , no fué posible la determinacidn
de las actividades ADA, GAH y PNP. La determinacidn de las
actividades se llevé a cabo entre 248 y 265 nm (véase métodos

-4,21,1-), regién del UV en la que las proteinas muestran una
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absorbancia elevada; este hecho no permitid la comparacidn

de las actividades ADA, GAH y PNP liberadas en estas condi -
ciones, con las que aparecen cuando la absorbancia es normal
(entre 0 y 1 A), como fué habitual en el resto de los experi-

mentos.

La fraccién microsomal recién obtenida con la disolucidn de
BSA en A_se somete a un lavado y , a continuacidn , se efec-—
tia un segundo lavado, con A o con BSA en A; los resultados
se muestran en la tabla XX. En el caso de la LDH no se obser-
varon diferencias en ambos lavados. Con la MDH, la actividad
obtenida con el lavado realizado con ‘'BSA en A es menor que
con el realizado con A, aunque la diferencia es poco signifi-

.cativa.

TABLA XX

ACTIVIDADES LDH Y MDH LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS, YA LAVA-
DOS CON BSA, AL LAVARLOS CON BSA 0 CON A

Enzima 2%lavado con BSA (5% en A) 29 lavado con A
(1°F1avado efectuado (lerlavado efectuado
con BSA) con BSA)

LDH 100 100

MDH 81 100

Alfcuotas de microsomas lavados una vez con BSA (5 mg/ml)
en A, se trataron alternativamente ccn BSA en A, o con A. Las
actividades enzimdticas se determinaron en los sobrenadantes.
Los valores son comparativos y se da el valor 100 para la ac-

tividad enzimdtica extraida en el segundo lavado con A.
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5.2.9 ESTUDIO DE TLAS ACTIVIDADES LDH Y MDH
LIGADAS A TOS MICROSOMAS DE CEREBRO

DE RATA

 Lg difergnciacidn que se efectda en estos apartados, entre
IDH y MDH y los enzimas purinicos (ADA, GAH y PNP) se debe,
en primer lugar, al distinto contenido de ambos grupos de en-
zimas en el cerebro. La actividad de las deshidrogenasas,
aqui estudiadas, es muy superior a la del otro grupo de enzi-
mas, tanto en la fraccidén soluble, como al considerar las ac-
tividades enzimdticas ligadas a los microsomas (véanse tablas
XIII y XIV). Por ello, la determinacidn de la actividad de
ambas deshidrogenasas se ve facilitada por su abundancia y
por el hecho de que su médida se efectda a 340 nm, longitud
de onda a 1a.que no absorben de forma apreciable las proted -
nas ni las suspensiones de paerticulas; ambos factores pueden
interferir en la regidén UV a la que se miden las actividades

de los demds enzimas estudiados.

542491 EFECTO DE LA INCUBACION DE LOS MICROSOMAS
CON LOS SUBSTRATOS DE LA LDH Y LA MDH

Se determinaron las actividades LDH y MDH de una suspensidn’
de microsomas (MC) lavados dos veces con el medio A. Dos vo-
ldmenes de 0,1 ml de dicha suspensidén se incubaron (30%0,1
°C, 5 min) con 2,9 ml de la mezcla de reactivos; piruvato y
NADH,para la LDH, y oxalacetato y NADH, para la MDH. El volu-
men, 3 ml, y las concentraciones de éubstratos son andlogos a
los que se emplean en las determinaciones de actividad de ta-
les enzimas (véase 4.21.3.1). Paralelamente se confecciond un
blanco con 0,1 ml de la suspensidén y 2,9 ml de A, que se incu-

bé de igual manéra a 30:&0,1 °C, 5 min. Transcurrido el inter-
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valo de incuﬁacidn, se centrifugaron (50,000 r.p.m.,.30 min,
rotor 75 Ti) las suspensiones para separar los microsomas. En
el sobrenadante se detérminaron las actividades LDH y MDH, an-
tes y después de pasar por una columna de Sephadex G-25 para
eliminar los productos que aparecen en el transcurso de la
reaccidén. Para la determinacidén de las actividades enzimdticas,
se emplearon 2,5 ml del sobrenadante (filtrado o no por Sepha-
dex G-25) y 0,5 ml de la mezcla de substratos de la concentra-
cién adecuada. E1 sobrenadante se atemperd 5 min a 3010,12eC
antes de comenzar la reaccidn por adicidn de la mezcla de subs-

tratos.

La LDH se comporta de modo diferente a la MDH (Tabla XXI).
La actividad LDH liberada es andloga cuando se incuba con los
substratos o en presencia de A, pero es menor que la activi -
dad exhibida por la suspensidén de microsomas, que se determi-
né antes de la incubacidén. Por el contrario, la actividad MDH
que se libera es maybr que la de la suspensidén de los microso-

mase.

Es decir, en la incubacidn sdélo se libera parte de la activi-
dad LDH que posefan los microéomas. En cambio, con la MDH, no
s6lo se libera una actividad que equivale a la exhibida por la
suspensién de los microsomas, sino que es incluso superior a
ésta; el moderado incremento de acfividad MDH que se observa
puede sugerirse se deba a una desorganizacidén de la estructu-

ra del enzima.
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TABLA XXT

ACTIVIDADES LDH Y MDH LIBERADAS AL INCUBAR A 30 9C LOYS
MICROSOMAS CON LOS SUBSTRATOS DE LOS RESPECTIVOS ENZIMAS

Actividad de la Actividad del Actividad,del sobrenadante

suspensidn de blanco . (In- de ultracentrifugacién
microsomas cubado sin (Tras la incubacidn)
substratos)
Sin filtrar Filtrado en

Sephadex G=25.

LDH 100 81 80 82

MDH 100 76 128 130

Se determinaron las velocidades iniciales de reaccién para
la LDH y para la MDH, de una suspensidn de MC lavados previa-
mente dos veces con A. La actividad de la suspensidén fué de
0,4 ncat/0,1 ml para la LDH y de 0,5 ncat/0,1 ml para la MDH.
Las dos mezclas de reaccidén permanecieron 5 min a 30:&0,l§0
y se ultracentrifugaron a 22C, 50.000 r.p.m., 30 min (rotor
75 Ti). El experimento se hizo por duplicado y tras la ultra-
centfifugacidn se determinaron las velocidades iniciales de
reaccidn en los sobrenadantes, antes y después de ser filtra-
dos por Sephadex G-25. Los valores son comparativos ¥y se asig-
na el valor 100 a la actividad de los microsomas al comienzo
de 1la incubacidén. El correspondiente blancc se efectud incu -
bando los MC con el medio A y midiendo la actividad en el so-

brenadante después de ultracentrifugar.
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5626942 EFECTO DE LAVADOS SUCESIVOS DE LOS MICROSO-
MAS CON DISOLUCIONES DE DESOXICOLATO Y DE
TRITON X-100

Con objeto de establecer el grado de unidén de la LDH y la
MDH, con las membranas de los microsomas, la fraccidn micro -
somal se sometid a lavados sucesivos con disoluciones de de-

tergentes de concentracidn creciente.

Los microsomas de cerebro de rata, obtenidos por el método
habitual (véase 4.3) se lavaron con el medio A. A continua -
cidn se sometieron a los siguientes tratamientos sucesivos :
cuatro lavados con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A, dos lava-
dos con desoxicolato 0,2% (p/v) en A, un lavado con desoxico-
lato 0,5% (p/v) en & y un lavado con tritén X-100 0,1%
(v/v) en A. Pinalmente, el Yltimo residuo microsomal se lavd

con el medio A.

La determinacidn de actividades LDH y MDH se efectud tanto
en la suspensidn de los microsomas en el medio de lavado (Ta -
bla XXII a) como en el sobrenadante obtenido después de sepa -
rar los microsomas (Tabla XXII b). Para ello, de cada lavado
(a partir del tercero efectuado con 20 ml de desoxicolato
0,075 %) se tomd8 1 ml para su andlisis y se continuaron los la-
vados en el orden indicado. Al expresar los resultados (Tablas :
XXII a y b) ya se ha tenido en cuenta la disminucidén de la can- |

tidad de microsomas en los sucesivos lavados.

Al comparar las actividades en la suspensidén y en el sobre -
nadante de cada lavado, se pone de manifiesto que en cada uno
de los tratamientos con detergente aparece una actividad enzi-
mitica que no se habia observado en el lavado anterior (Tabla
XXII a y b). Adends, siempfe aparecié una determinada canti -
dad de las actividadés enzimdticas que sigue asociada con los

microsomas aislados y jue no se liberd en el sobrenadante de
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cada lavado. Finalmente, se comprobd que después de someter
a los microsomas a los mencionados lavados, la suspensidn
del residuo microsomal vodavia exhibe actividades LDH y MDH

residuales que, indudablemente, se hallan ligadas al mismo.

5.2.10 ESTUDIO DE TAS ACTTIVIDADES ENZIMATICAS
‘ ADA, GAH Y PNP LIGADAS A TOS MICROSOMAS

DE CEREBRO DE RATA

No fue posible afectuar la determinacidn de la medida en
que los enzimas del metabolismo purinico, ADA, GAH y_PNP
estdn ligados a las membranas microsomales, ya que no se
pudo realizar un experimento anélogq al descrito para la LDH
y la MDH. Ello se debe a que la ADA, GAH y PNP aparecen en
menor proporcidn que la LDH y la MDH; ademés, las concentra-
~ciones elevadas de desoxicolato (0,2 y 0,5 %) impiden la de -
terminacidén de sus actividades enzimdticas. Es posible que las
concentraciones elevadas de este detergente idnico alteren la
estructura de tales enzimas como lo hace el -SDS (Singer 1974).
Tampoco fue posible el uso alternativo del tritén X-100 (de -
tergente no iénico), debido a que su absortividad molar es
muy elevada ea la regidn UV. Asi, en el caso de los enzimas
del catabolismo purinico fue preciso incubar, durante inter -
valos de tiempo prolongados, los microsomas, previamente tra -
tados con desoxicolato y lavados con el medio A, con los subs-

tratos de cada uno de los enzimas considerados.

5s2:10,1 EFECTO DE LAVADOS SUCESIVOS DE LOS MICROSO -
MAS CON DISOLUCIONES DE DESOXICOLATO

La fraccidn microsomal de cerebro de rata se lavd a fondo

con disoluciones de tensoactivos. Los lavados fueron sucesi-
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vos y consistieron en un primer lavado con el medio A, tres
lavados con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A, un lavado con de-
soxicolato 0,2 %(p/v) en A y un lavado con desoxicolato 0,5 %
(p/v) en A. Finalmente, después de lavar con el medio A para
eliminar’ restos del detergente, el residuo microsocmal se sus-
pendid en el medio A. Se tomaron porciones de la suspensidn
resultante que se incubaron con los substratos de la ADA, de

la GAH y de la PNP, durante intervalos de tiempo prolongados.

Para la @eterminacidn de la actividad ADA, se incubaron (30
iO,l °C) 2,1 ml de la suspensidén de microsomas, 0,3 ml de ade-
nosina (1 mM) y 0,6 ml de disolucién de fosfato sédico 200 mM
de pH 7,4. Transcurrido el intervalo de tiempo de incubacién
(10-17,5 h), se centrifugé la suspensidén (50.000 r.p.m, 30
min, rotor 75 Ti) para separar los microsomas., En el sobrena-
@ahte‘se-determiné la cantidad de adenosina transformada en
inosina; para ello, se afiadieron 0,1 ml de PNP comercial (2,5
U/ml) y 0,1 ml de XO comercial (0,4 U/ml) a 2,5 ml del sobre-
nadante. Paralelamente se confeccioné un blanco en el que, en
lugar de la suspensidn, se afiadieron 2,1 ml. de A a la mezcla
de incubacién. A 2,5 ml del blanco se le afiadieron 0,1 ml de
PNP y 0,1 ml de X0 comerciales. La diferencia de absorbancia
a 293 nm, entre el incubado coun la suspensidén y el blanco, co-
rrespondid al dcido drico formado a partir de la inosina por

accidn sucesiva de la PNP y la X0 afiadidas.

En la determinacidn de la actividad GAH, se incubaron (30%0,1
°C), 2,1 ml de 1la suspénsidn de microsomas, 0,3 ml de guanina
(1 mM) y 0,6 ml1 de A. En este caso, transcurrido el tiempo de
incubacidén (10 -17,5 h) y después de separar los microsomas
(50.000 r.p.m., 30 min, rotor 75 Ti), se determiné en el so-
brenadante la xantina formada a partir de la guanina por la
GAH, fara ello, se aiadieron 0,1 ml de XO comercial (0,4 U/ml)

a 2,5 ml del sobrenadante. Paralelamente se confecciond un
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blanco de forma andloga a la indicada para el caso de la ADA,
La diferencia de absorbancia a 293 nm entre el incubado con la
suspensién y el blanco correspondid al dcido drico formado a

partir de la xantina por accién de la X0 afiadida.

Para la determinacidn de la actividad PNP, se incubaron
(30+£0,19C) 2,1 ml de la suspensidn de microsomas, 0,3'ml de
inosina (1 mM) y 0,6 ml de fosfato sdédico 0,2 M de pH 7,4.
Transcurrido el intervalo de tiempo de incubacidén (10-17,5h)
y después de separar los microsomas (50,000 r.p.m., 30 min, ro-
tor 75 Ti), se determindé en el sobrenadante la hipoxantina for-
mada a partir de la inosina por la PNP. Se afiadieron 0,1 ml
de X0 comercial (0,4 U/ml) a 2,5 ml de sobrenadante. Paralela-
mente,y de forma andloga a los dos casos anteriores, se con-
fecciond un blanco en el que se substituyd el volumen de la
sus?ensidn por 2,1 ml del medio A. La diferencia de absorban-
cia a 293 nm entre el incubado con la suspensidn y el blanco,
correspondié al dcido drico .formado a partir de la hipoxanti-

na, por accién de la X0 afadida.

Los controles que contienen los substratos (todos 0,1 mM)
de la ADA (adenosina), de la GAH (guanina) y de la PNP (ino -
sina), no experimentaron ninguna variacidén de absorbancia al

ser incubados a 30";'.0,1 2C , durante 24 h.

Los resultados obtenidos muestran que los residuos microso-
males tratados con desoxicolato, exhiben, todavia, actividades
correspondientes a la ADA, la GAH y la PNP; ello se ha demos-
trado por la transformacidén de los substratos respectivos en
el curso de las incubaciones. La transformacidn provocada por
la ADA corresponde a 0,267 nmol/hx g tejido, la GAH transfor-
ma 1,326 nmol/h x g tejido y la PNP 1,097 nmol/hx g tejido.
Los experimentos se realizaron por duplicado y a dos interva-

los de incubacidn distintos (10 y 17,5 h).
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"En los experimentos . efectuados para demostrar la existen-
cia de actividades GAH y PNP, se prosiguidé la incubacidn des-
pués de separar los microsomas, durante un intervalo de tiem —
po igual al empleado en la incubacidn con la suspensidn de los
microsomas. Después de la separacidén de los microsomas, el
sobrenadante solo exhibe el 40% de la actividad GAH y el 37 %
de la actividad PNP mostradas en las incubaciones.de la sus-
pensidén de los microsomas. El decremento de actividad .GAH y
PNP observado en el sobrenadante, no parece sea debido a una
disminucién de la concentracidn de los substratos respecti -
vos, ya que si fuese asi las variaciones de actividad habrian
sido mucho menores. No puede descartarse que la pérdida de
actividad observada sea debida, al menos, parcialmente, a
desnaturalizacién progresiva de los enzimas. EZn el caso de la
ADA, no fue posible realizar un experimento similar, debido
a la poca actividad que mostrdé este enzima y a que la X0 co-

mercial poseia una pequefia cantidad de actividad ADA.

5.2.11 CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LOS ENZI-
MAS DE LA FRACCION SOLUBLE Y DE LOS LIBERA -
DOS DZ LA FRACCION MICROSOMAL DE CEREBRO DE
RATA

Los experimentos de caracterizacidn electroforética de to-
dos los enzimas estudiados se efectuaron para comprobar si._
los enzimas liverados de los "microscomas lavados" =2xhibianel

mismo patrén isoenzimdtico que los de la fraccidn soluble.

Al examinar las preparaciones enzimdticas obtenidas por so-
nicacién o por tratamiento con desoxicolato (0,075 %) de los
"microsomas lavados", mediante electroforesis en geles de po-

liacrilamida , se aplicaron 0,3 ml de disolucidén como mdximo.
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La caracterizacidén de la LDH y la MDH, se completd por elec-
troforesis en tiras de acetato de celulosa y el volumen méxi-
mo aplicado fué de 25 pl. Se efectuaron los experimentos de
modo que las unidades aplicadas de cada uno de los enzimas
fueran aproximadamente las mismas al estudiar 1% fraccidn so-
luble o la disolucidn obtenida a partir de la fraccidn micro-
somal lavada. Con objeto de igualar las actividades enzimdti-
cas de lasg disoluciones obtenidas a partir de los "microsomas
lavados" y de la fraccidén soluble, ésta se diluyd conveniente-
mente con el tampdn en que se efectué la electroforesis (véa-
se 4,10). En determinadas ocasiones, los sobrenadantes de so-
nicagidn de los microsomas, o de su tratamiento con desoxico-
lato, se filtraron a través de gel de Sephadex G-25 equilibra-
do con el tampén en el que se efectud la electroforesis (véa-

_se 4.30).

Con fines comparativos , y de modo sistemdtico, se efectua-
ron electroforesis de mezclas de la fraccidn soluble y de di-
soluciones obtenidas de los "microsomas lavados" Dor sonica-
cidn o con tensoactivos. Los voluUmenes de cada una de las di-
soluciones que se megclaron contenian las mismas unidades del

enzima en estudio.

542: 111 ADENOSINA DESAMINASA (ADA)

La ADA, se determind por electroforesis discontinua en ge -
les de poliacrilamida. Las disoluciones contuvieron aproxi -
madamente 0,0253 ncat/ml del enzima en cada una de las apli-

caciones.

En la figura 7 se muestra la unica banda que se obtuvo al
examinar la fraccidn soluble, el sobrenadante obtenido por
sonicacidn de los "microsomas lavados" y la mezcla de ambas

disoluciones.
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FIGURA 7.- ELECTROFORESIS DISCONTI-
NUA EN GELES DE POLTACRILAMIDA DE LA
ADA DE LA FRACCION SOLUBLE Y DE LA
ADA LIBERADA POR SONICACION DE LOS
"MICROSOMAS LAVADOS".- Ferogramas
obtenidos tras revelado especifico,
de la ADA de la fraccién soluble,

de la ADA liberada por sonicacidén

de los "microsomas lavados" y de la

mezcla de ambas (de izquierda a de-

recha en el orden mencionado) .

FIGURA 8.- ELECTROFORESIS DISCONTINUA EN GELES DE POL:’ACRILAMIDA DE LA PNP
DE LA FRACCION SOLUBLE Y DE LA PNP LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MICRO-
SOMAS LAVADOS".- Ferogram:s obtenidos tras revelado especifico,de la PNP
de la fraccién soluble, de¢ la PNP liberada por sonicacién de los "microso-
mas lavados"ly de la mezcla de ambas (de izquierda a derecha en el orden

mencionado).
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S I ) GUAHINA AMINOHIDROLASA (GAH)

La GAH se determindé por electroforesis discontinua en geles
de poliacrilamida. Las disoluciones contuvieron aproximadamen-
te 0,1865 ncat/ml del enzima en cada uno de los, preparados
(fraccidn soluble, sobrenadante de sonicacidén de "microsomas

lavados" y mezcla de ambos).

E1l revelado especifico pone de manifiesto la existencia de
una séla banda, 4ébil .y ancha, de Re 0,61, que no se distin-
guié en las fotograffas efectuadas, en concordancia con lo

indicado por otros autores (Galilea 1980) .

5¢2+411.3 PURINNUCLEOSIDO FOSFQRILASA (PNP)

'La PNP se sometid a electroforesis discontinua en geles de
poliacrilamida. Las disoluciones contuvieron aproximadamente
0,348 ncat/ml del enzima en cada uno de los preparados exami-
nados . Solo aparece una banda (figura 8) con la fracciédn so-
luble y con el sobrenadante obtenido por sonicacidén de.los "mi-
crosomas lavados", lo que corresponde a una sola forma enzi-
mdtica como se pone de manifiesto en el ferograma de la mez -

cla de ambas fracciones.

5e¢2¢11.4 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

Las electroforesis de ILDH se efectuaron en geles de polia-
crilamida y en tiras de acetato de celulosa. En geles de po-
liacrilamida se efectuaron electroforesis zonales y discon -
t{nuas. Las disoluciones contuvieron aproximadamente 0,0087

pcat/ml para cada uno de los preparados.

En la figura 9 a se muestran los ferogramas obtenidos por

electroforesis zonal en geles de poliacrilamida, al examinar
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FIGURA 9 a.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLTACRILAMIDA DE LA
LDH DE LA FRACCION SOLUBLE Y DE LA LDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MI-
CROSOMAS LAVADOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de la LDH
de la fraccién soluble, de la LDH liberada por sonicacién de los "microso-
mas lavados" y de la mezcla de ambas (de izquierda a derecha en el orden men-—

cionado).

FIGURA 9 b.- ELECIROFORESIS EN TIRAS DE ACETATO DE CELULOSA DE LA LDH DE LA
FRACCION SOLUBLE Y DE LA LDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MICROSOMAS LA-
VADOS" .- Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de la LDH de la frac-
cién soluble y de la LDH liberada de los "microsomas lavados" (de izquierda

a derecha en el orden mencionado).
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la fraccidén soluble, el sobrenadante procedente de la sonica-
cién en A de los "microsomas lavados" y la mezcla de ambos .
Los preparados muestran cuatro bandas, por revelado especifi-
co, para las tres disoluciones estudiadas. Simon et al (1977)
han descrito la aparicidén de cinco bandas al trabajar con el
enzima del mismo origen, a pH 9,3. Al efectuar las electrofo-
resis anteriores a pH 9,3 (tampdén tris-glicina habitual), se
obtienen también las cuatro bandas ya descritas (Figura 9 a).
No obstante, al efectuar la electroforesis de lag mismas
muestras sobre tiras de acetato de celulosa, en los ferogra -
mas aparecen cinco bandas (Figura 9 b). Ello es debido a que
uno de los cinco isoenzimas de la LDH no penetra en los geles
de poliacrilamida empleados en la electroforesié zonal y, en
ella, una forma de la LDH emigra hacia el cdtodo (véasé

Gehde2+3:2:1 8)e

Se efectud, también, la electroforesis discontinua en geles

de poliacrilamida de muestras que procedfan de los sobrena -

dantes obtenidos por sonicacidn de los "microsomas lavados"

en distintos medios (véase 5.2.3 ¥y 5.2.4). En todos los ca-
sos se obtuvieron cuatro bandas de LDH tanto si la sonicacidn
se efectud en A, o en NaCl 0,15 M en A, en desoxicolato 0,075%
o en fosfato sédico 50 mM de pH 7,4 (Figura 10).

El sobrenadante obtenido después de la sonicacidn en A de
los MC, tratados con desoxicolato (0,075 %) el residuo de MC
sonicados y la mezcla de ambos sobrenadantes se sometieron a
electroforesis zonal y en los ferogramas se observaron cuatro
bandas. Se sometieron a sonicacidén los MC suspendidos en A

y se separd el residuoc y el sobrenadante como habitualmente

(véase 4.8). Bl residuo anterior se suspendié en desoxicola-
to al 0,075% (p/v) en A y se obtuvo un nuevo sobrenadante,
Se efectud la electroforesis de zona de ambos sobrenadantes

y de la mezcla de ambos, preﬁarada mezclando volumenes gque
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FIGURA 10.- ELECTROFORESIS DISCONTINUA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA LDH
LIBERADA POR SONICACION EN DISTINTOS MEDIOS DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS".-
Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de la LDH liberada por soni-
cacién de los "microsomas lavados" en los siguientes medios: A, A contenien-

do NaCl 0,15 M, desoxicolato 0,075 % (p/v) en A y en fosfato sédico 50 mM,
pH 7,4 (de izquierda a derecha en el orden mericionado) .

FIGURA 11.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLTACRILAMIDA DE IA
LDH LIBERADA POR SONICACION O POR TRAT/MIENTO POSTERIOR CON DESOXICOLATO,

DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS".- Ferogrames obtenidos tras revelado especifico
de la LDH liberada por sonicacién en A de los "microsomas lavados", por tra-
tamiento posterior con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A, o por mezcla de am-
bos (de izquierda a derecha en el orden mencionado).
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exhibieron actividades equivalentes. Todas las disoluciones
muestran el mismo patrdn electroforético y contindan apare -

ciendo las mismas cuatro bandas. (Figura 11).

5e¢2¢11.5 MALATO DESHIDROGENASA (MDH)

Las electroforesis efectuadas a fin de detectar la activi -
dad MDH de las distintas muestras enzimdticas se llevaron a
cabo paralelamente con las destinadas al estudio de la LDH
(véase el apartado anterior 5.2.11.4); las disoluciones con=-

tuvieron aproximadamente 0,019 Pcat/ml de MDH.

En la figura 12 a se observa una sola .banda con actividad
MDH, que se pone de manifiesto en la fraccidn soluble, en el
sobrenadante tras la sonicacidn en A de los "microsomas lava-—
dos" y la mezcla de ambos, tras una electroforesis zonal en

geles de poliacrilamida.

Cuando la electroforesis se efectud en tiras de acetato de
celulosa, aparecieron dos bandas con actividad MDH (no doinci—
dentes con las de actividad LDH) para las mismas muestras apli-
cadas en el caso-anterior (Figura 12 b). Normalmente son dos
las bandas de MDH obtenidas en la fraccidén soluble de distin-
tos tejidos (Elduque 1980, Elduque et al 1982) y los resulta-
dos aqui.obtenidos coinciden con las dos bandas de MDH que,
por electroforesis zonal en geles de poliacrilamida, se obtie-
nen en las fracciones soluble, mitocondrial y microsomal de

higado de rata (Berkes - Tomasevic y H6lzer 1967).

En la electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida
solo aparece una banda con actividad MDH al examinar los so-
brenadantes procedentes de la sonicacidén en distintos medios
(A, disolucién de NaCl 0,15 M en A, desoxicolato 0,075 % y

fosfato sédico 50 mM de pH 7,4) de los "microsomas lavados"
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FIGURA 12 a.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLTACRILAMIDA DE IA
MDH DE LA FRACCION SOLUBLE Y DE LA MDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MICRO-
SOMAS LAVADOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de la MDH de
la fraccién soluble y de la MDH liberada por sonicacién de los "microsomas
lavados" (de izquierda a derecha en el orden mencionado).

FIGURA 12 b.- ELECTROFORESIS EN TIRAS DE ACETATO DE CELULOSA DE LA MDH DE LA
FRACCION SOLUBLE Y DE LA MDH LIBERADA POR SONICACION DE LOS "MICROSOMAS LAVA-
DOS",- Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de la MDH de la frac -

cién soluble y de la MDH liberada por sonicacién de los "micr-osomas lavados"

(de izquierda a derecha en el orden mencionado).
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(Figura 13).

Por dltimo, también se efectud una electroforesis zonal en
la que se aplicaron las muestras del sobrenadante obtenido
tras sonicacién en A de los MC, del tratamiento con desoxico-
lato 0,075 % del residuo de MC sonicados y de la mezcla de
ambos. Los resultados coinciden con los anteriores obtenidos
en geles de poliacrilamida, y solo aparece una banda de acti-

vidad MDH en todas las muestras (Figura 14).

He2el2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LOS MICROSOMAS
DE_CEREBRO DE RATA CON UN EXTRACTO HEPATICO
RICO EN XANTINA DESHIDROGENASA (XDH)

Se intentd demostrar si la liberacidén de enzimas que se
produce a partir de los microsomas era debida a la ruptura de
vesiculas que durante la homogeneizacidn hubieran ocluido
cierta cantidad de los enzimas citosolubles en su interior,
Para ello, se homogeneizd el tejido cerebral de rata con un
extracto hepdtico de pollo cuya obtencidn de describid en mé-
todos (véase 4.7). La eleccidn del tejido hepdtico fué debida
a que ésta contiene una elevada actividad de xantina deshi -
drogenasa (XDH) y a que este enzima estd ausente en el tejido

cerebral de rata.

5e2+12.1 OBTENCION DE LOS MICROSOMAS DE CFREBRO DE
RATA POR HOMOGENEIZACION CON UN EXTRACTO
HEPATICO ENRIQUECIDO EN XDH

Los cerebros de rata (25 g) se homogeneizaron con 165 ml
del extracto hepdtico dilufdo 1::5 con el medio A. La separa-

cién de los microsomas se 1llevé a cabo en la forma habitual
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FIGURA 13.- ELECTROFORESIS DISCONTINUA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA MDH
LIBERADA POR SONICACION EN DISTINTOS MEDIOS DE LOS "MICROSOMAS LAVADOS".-
Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de la MDH liberada por sonica-
cién de los "microsomas lavados" en los siguientes medios: A, A conteniendo
NaCl 0,15 M, desoxicolato 0,075 % (p/v) en A y en fosfato sédico 50 mM, pH
7,4 (de izquierda a derecha en el orden mencionado).

FIGURA 14.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LA
MDH LIBERADA POR SONICACION O POR TRATAMIENTO POSTERIOR CON DESOXICOLATO y DE
LOS "MICROSOMAS LAVADOS".- Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de
la MDH liberada por sonicacién en A de los "microsomas lavados", y por tra-
tamiento posterior con desoxicolato 0,075 % (p/v) en A (de izquierda a dere-
cha en el orden mencionado).
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(véase 4.3).

Los microsomas obtenidos en presencia del extracto hepdtico
se sometieron a cinco lavados sucesivos con el medio A; pos -
teriormente, se sonicaron en el mismo medio ¥, por ultimo, se
trataron con desoxicolato. En todos los lavados se determina-
ron las actividades LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y XDH. En los re-
sultados se observa que todos los lavados dan lugar a libera-
cidn de XDH (Tabla XXIII).

De2.12.2 OBTENCION DE LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE
RATA POR INCUBACION DEL SOBRENADANTE POST-
MITOCONDRIAL CON UN EXTRACTO HEPATICO
ENRIQUECIDO EN XDH

Con fines comparativos se efectud un experimento en el que
el extracto hepdtico se afiadid al sobrenadante post-mitocon-
drial obtenido por homogeneizacidn de los cerebros de rata -
con el medio A. La homogeneizacidn de 27 g de cerebro se efec-
tud con 140 ml del medio A y en la forma habitual (véase 4.3).
La suspensidn se centrifugd (12.500x g, 30 min a 4°C) y a
106 ml del sobrenadante post - mitocondrial, se afiadieron 36,5
ml del extracto hepdtico obtenido como se describid en méto -
dos (véase 4.7). E1l conjunto se mantuvo en agitacidén a 42C du-
rante 30 min, al cabo de los cuales se separaron los microso -
mas por ultracentrifugacidén (105.000x g, 90 min, rotor 35 FA,
a 4°2C). Los microsomas fueron sometidos a los mismos lavados
que en el experimento descrito en el apartado anterior. En la
tabla XXIV se compara la actividad XDH que se libera en los la-
vados realizados en ambos experiﬁentos; en todos ellos se libe-
ra actividad XDH. Los resultados de la sonicacidn y del trata-
miento con desoxicolato son andlogos y no aparecen valores muy

elevados de actividad si se comparan con los obtenidos para

.
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los demds enzimas en los experimentos descritos anteriormen -
te (véase 5.2.4, 5.2.5," 5.2:6' y las tablas XIII-XVIII).

Los resultados comentados apoyan la hipdtesis de que la

XDH se une a las membranas microsomales, como ya se ha demos-
trado que ocurre en las membranas de los glébulos grasos de

la leche (Patton y Keenan 1975, Mather et al 1980). Ello ex-
plicaria su liberacién en todos los lavados de los microsomas.
Ademds, no parece ponerse de manifiesto que la XDH se incor-
pore al interior de las vesiculas microsomales ya que la ac-
tividad liberada en los experimentos de sonicacidén hubiera si-
do més elevada. Por otra parte, si la XDH se hallase en el in-
terior de los microsomas, la actividad liberada en la sonica-
cidn de los microsomas obtenidos por homogeneizacidn con el
extracto hepdtico, hubiese sido superior que la que se libera
por sonicacidén de los microsomas obtenidos tras incubacidn
del extracto hepdtico de pollo con el sobrenadante post-mito-

condrial.

54201243 DISTINTO COMPORTAMIENTO DE LOS ENZIMAS
ESTUDIADOS EN ESTOS EXPERIMENTOS

La suposicién de que la XDH no se incorpora al interior de
las vesiculas microsomales se ve apoyada al considerar el
comportamiento de los demds enzimas estudiados, en los expe-

rimentos realizados con el extracto hepdtico.

Al comparar las actividades de los enzimas LDH, MDH, ADA,
GAH y PNP en la fraccidén soluble de cerebro de rata (Tabla
XIII) y en la fraccién andloga obtenida por homogeneizacidn
de los cerebros con el extracto de tejido hepdtico (Tabla

XXIII) se observan algunas diferencias. La fraccién soluble
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TABLA XXIV
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ACTIVIDAD XDH LIBERADA DE LOS MICROSOMAS AL HOMOGENEIZAR EL
TEJIDO CEREBRAL CON UN EXTRACTO HEPATICO DE POLLO (a) 6 AL
INCUBAR EL SOBRENADANTE POST-MITOCONDRIAL DE CEREBRO DE RATA

(b) CON EL EXTRACTO DE HIGADO DE POLLO

Tratamiento

Microsomas separados
del homogeneizado
preparado con un
extracto hepdtico

de pollo (a)

Microsomas separados
del sobrenadante
post-mitocondrial
incubado conun
extracto hepdtico

de pollo (D)

pp 10,000 pp 10.000

1°T1avado en A 996 624
22 en A 65 60
30 en A 11 10
42 en A 7
2 en A 2

Sonicado en A 3 T
Desoxicolato

0,075 % 2 4

La columna de la izquierda corresponde a los valores expre-

sados en la tabla XXIII, que se comparan con los gque corres-—

ponden a lavados andlogos de los microsomas obtenidos al in -

cubar el sobrenadante post - mitocondrial de cerebro de rata

con un extracto de tejido hepdtico de pollo (véase 4.7). Ia

incubacidén se efectud a 4°C, 30 min y con agitacidn suave.
(a) Véase 5.2.12.1
(b) Véase 5.2.12.2

P e e —

—. e
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obtenida al homogeneizar los cerebros gde rata.fon el extrac-—
filvers|tat de

to hepdtico, ademds de exhibir actividad Yﬂﬁ?mmug_ ra activi-

dades LDH, ADA y PNP mayores que la fraccidén soluble de ce-
rebro de rata obtenida del modo habitual; mientras que las ac-
tividades MDH y GAH, son similares a las de ésta dltima. Al
comparar las actividades LDH, MDH, ADA, GAH y PNP liberadas

en la sonicacidén de ambos tipos de microsomas (Tablas XIV

y XXIII) se comprobd que las pp 10.000 de MDH y de GAH fue -
ron andlogas. Respecto a los demds enzimas, se observd que en
los microsomas obtenidos después de la homogeneizacidn con el
extracto hepdtico, se hallaron en menor proporcién expresa -
da su actividad en pp 10.000. Los resultados resefiados sugie-
ren que la presencia de actividades enzimdticas elevadas en el
medio de homogeneizacidén y en la fraccidn soluble, no dan 1lu -
gar a que se produzcan incrementos de la actividad enzimdtica
que se libera en la sonicacidn de la fraccidén microsomal pre-—

viamente lavada con A.

De2al3 DISCUSION

‘ Los microsomas de cerebro de rata, después de lavados con

el medio de homogeneizacidén A, o con medios de fuerza idnica
mds elevada (NaCl 0,15 y NaCl 1M) todavia exhiben actividades
LDH, MDH, ADA, GAH y PNP. Asi ocurre con el residuo que queda
después de sonicar la fraccién microsomal lavada, o cuando es-
ta se trata con desoxicolato (0,075 % en A) ((Tablas XIV-XVI).
Los resuitados indican que las actividades enzimdticas liga -
das a los microsomas se liberan de dos maneras diferentes; una
al lavar la fraccidn microsomal con el medio A y otra por me-
dio de tratamientos mds enérgicos de los microsomas, como son

la sonicacidn o el uso de detergentes.
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Puede admitirse que los enzimas liberados de los microsomas
en los lavados efectuados con A son los que se hallan unidos
externamente a las membranas de los microsomas y pueden ﬁro-
venir, al menos - parcialmente,de la fraccién soluble, habien-
do guedado reténidos en las membranas microsomales durante el
proceso de aislamiento de la fraccidén . Tangen et al (1973)
han demostrado que los microsomas de higado de rata separados
por filtracidn en gel de Sepharose 2B estdn menos contamina -
dos por hemoglobina que los microsomas obtenidos por el méto-
do convencional de ultracentrifugacidén. No obstante, las for-
mas moleculares de los enzimas estudiados que aparecen en la
fraccidén soluble, o las que se liberan por sonicacidén o en el
tratamiento con desoxicolato de los"microsomas lavados" son

idénticas, como indican los ferogramas correspondientes.

También se ha puesto de manifiesto que, al tratar la frac -
cidén microsomal "lavada" con disoluciones de fuerza idnica
creciente y superior a la del medio A, no se liberan cantida-
des apreciables de los enzimas estudiados, lo que indica que
la fuerza idnica del medio A es suficiente parsa anu}ar las in-
teracciones de tipo electrostdtico entre los enzimas y las

membranas microsomales intactas.

En los experimentos de extraccidn efectuados con los micro-

somas de cerebro de rata, todos los enzimas estudiados se com-—

portaron de forma muy parecida. Los valores de actividad expre-
sados en pp 10.000 respecto de las actividades extraldas de
los"microsomas lavados", ya sea por sonicacidén o por trata -
miento con desoxicolato, varian dentro de un margen limitado.
E1l hecho es significativo ya que la LDH y la MDH son enzimas
que se hallan en gran cantidad en el interior de la célula,
mientras que la proporcidén de enzimas del catabolismo purini-

co, ADA, GAH y PNP, es mucho menor.
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No obstante, en determinadas ocasiones, la MDHmostrd desvia-
ciones con respecto al comportamiento sefialado para el resto
de los enzimas. Asf, se liberd en mayor cantidad al efectuar
la sonicacidén de los microsomas en el medio A que contenia
NaCl 0,15 M, que cuando se efectud en el medio A (Tablas XIV-
XV ), lo que no ocurrid con los restantes enzimas. Lo mismo
se observé al efectuar un segundo lavado de los microsomas
con BSA, si se compara con el segundo lavado con A (Tabla XX).
Por dltimo, 1la incubacién de los microsdmas con sus substra -
tos, oxalacetato y NADH, liberdé mayor cantidad del enzima de
la esperada; en efecto, la actividad medida después de la in-
cubacidén con los substratos fue superior a la medida en 1la
suspensién de microsomas, antes de la incubacidn con los subs-
tratos_LTabla XXI). Los resultados parece que dependen de la
existencia de uno o mds factorgs en los medios de lavado o de
incubacidén (NaCl, BSA, substratos de la MDH) y pudieran estar
relacioqados, también, con la naturaleza de la MDH, la cual
se encuentra ligada a las membranas mitocondr;ales (Sottocas-
sa et al 1967, Comte y Gautheron 1978, Elduque et al 1982) e
interacciona con 165 1ipidos propios de 1la membraﬁa (Comte y

Gautheron 1978, Dodd 1973).

Weihing et al (1972) efectuaron diversas extracciones con
disoluciones salinas en los microsomas de hfgado de ratay los
resultados concuerdan con los aqui obtenidos en lo que respecta
a extraccidn de proteina. Los mismos autores (loc.cit.) han
demostrado que las actividades enzimdticas liberadas de los
microsomas lavados con desoxicolato 0,075 %, proceden, proba-
blemente, del interior de las wesfculas que componen la frac-
cidn. Esta concentracidn de detergente provoca una rotura sua-
ve de las vesiculas y solo se consigue disolver entre un 10
Yy un 15 % d¢ fosfolipidos; las concentraciones superiores del

detergente desorganizan totalmente las membranas de los micro-

T —
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somas del tejido hepdtico y se consigue.extraer el 80 % de

los fosfolipidos de membrana, con el aumento correlativo en

la solubilizacidén de la glucosa - 6 - fosfatasa o la NADPH-ci-
tocromo ¢ reductasa. No fué posible, en este trabajo, determi-
nar las actividades de los enzimasldel catabolismo purinico

en presencia de desoxicolato del 0,2 o del 0,5 %. El deter -
gente origind interferencias debidas, en parte, a la libera-
cidén de proteinas constituyentes de membrana y, en parte,
quizds debidas a un efecto desnaturalizante del detergente ,

parecido al que ejerce el SDS.(Singer 1974).

Las actividades enzimdticas liberadas por la sonicacidn de
los microsomaé deben proceder también de la rotura de las ve-
sficulas microsomales, como se ha demostrado que ocurre con
los "microsomas rugosos" de higado de rata (Svensson et al
1972); el método es enérgico y pueden producirse desnaturali-
zaciones debidas a la temperatura o a la cavitacidn en el cur-
so de la operacidn (loc.cit.). En los resultados que se descri-
ben en este capitulo, la desnaturalizacidn debida a estos dos
- factores no fué importante, ya que la sonicacidn en vresencia
de desoxicolato produjo una liberacidén de actividades enzimd-
ticas andlogas a las que taﬁarecen en el tratamiento con de-
soxicolato, Ello se puso de manifiesto al comparar los valo -
res obtenidos en los tratamientos de sonicacidén en el medio A
o con desoxicolato (Tabla XV .). Es posible que el desoxicolato
ejerciera un efecto positivo en la solubilizacidn de los enzi-
mas por sonicacién de los microsomas; no obstante, la canti -
dad de proteina extraida fue superior cuando se sonicaron los
microsomas que cuando se trataron con desoxicolato. Por su
parte, la MDH se comporta, una vez mds, de forma diferente al
resto de los enzimas. ya que, aparentemente, no'experimenta
ningdn tipo de desnaturalizacién térmica o por efecto de la

cavitacidn, ni parece que el .detergente efectie ninguna ac-

pr—
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cidén positiva en su liberacidén de los microsomas por sonica -
cidn.

En el experimento realizado con la xantina deshidrogenasé
presente en un extracto de tejido hepdtico de pollo, se de -
muestra que el contenido enzimdtico de los microsomas de cere-
bro de rata, varia muy poco aunque se efectie la homogeneiza-
cidn del tejido cerebral de rata con un extracto que contiene
grandes cantidades de alguno de los enzimas en estudio (Tabla
XXIII). Sin embargo, también se demuestra que la XDH se une
a8 las membranas microsomales, probablemente mediante interac-
ciones de tipo hidrofdbico. La hipétesis estd de acuerdo con
el hecho de que-un enzima andlogo, la xantina o0xidasa libera-
da por la gldndula mamaria de vaca, es parte constituyente de
la membrana de los glﬁbulos grasos de la secreccidn ldctea
(Patton y Keenan 1975, Mather et al 1980), y también con la
formacidn de agregadés de XDH de higado de pollo (Bruguera
1982). Otro ejemplo de proteina con fragmentos hidrofébicos
gque se une a lasmembranasndcrosomaies de higado lo constitu-

ye el citocromo b_. (Strittmatter 1972). Los resultados obteni-

5
dos_con disolucdiones de elevada concentracidn salina sugieren
que, en estas condiciones, se favorecen las uniones hidrdéfo-
bas de los enzimas estudiados a las membranas microsomales.
Aungue la sugerencia pudiera parecer inadecuada al tratarse de
enzimas que habitualmente se han considerado como citosolu -
bles, debe tenerse presente la existencia de manchas hidrofd-
bicas en todas las proteinas (Tanford 1973), lo que provoca
que, en las cromatografias de interaccidén hidrofdbica, los en-
zimas se unan a los soportes en presencia de medios con con-

centraciones salinas elevadas (Yon 1972, Porath et al 1973,

Hjerteen 1976, Pahlman et al 1977).
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La caracterizacidn electroforética de los enzimas liberados
de los microsomas ha permitido establecer la identidad de las
formas moleculares de los enzimas que aparecen en la fraccidn

soluble. Con los enzimas del catabolismo purinico, ADA, GAHy

PNP, se ha demostrado que solo se detecta una sola forma mole-

- cular presente en la fraccidn soluble y en los enzimas libera-

dos de los microsomas.

El conjunto de resultados comentados demuestran que los mi-
crosomas de cerebro de rata pueden constituir una-medio para
‘el estudio del metabolismo cerebral, tanto si las vesiculas
microsomales estdn presentes en las vesiculas cerebrales, co-
mo si se forman durante el proceso de homogeneizacidn. La ob-
tencidén de microsomas a partir de un extracto que se ha enri-
quecido en XDH, parece demostrar que las vesiculas ya estédn
presentes en la célula. No obstanfe, puede considerarse que
tales vesiculas se formen también durante el proceso , pero
que no engloben en su interior porciones significativas del
‘medio de homogeneizacidn. En el primer caso, la importancia
de los microsomas es obvia. Si lo que ocurre es que se forman
tales vesiculas durante el proceso, 1los resultados son con-
cluyentes en cuanto @ que se estdn aislando "in situ" locus
celulares con identidad funcional propia. Por tanto, cual -
quiera que sea su origen, los microsomas se convierten en un
medio adecuado para completar los resultados obtenidos con
la fraccidn soluble respecto al catabolismo purinico en cere-
bro de rata, y quizds puedan emplearse en el estudio de otros

- metabolismos.

E1l estudio conjunto del catabolismo purinico utilizando mi-
crosomas, puede dar mejores resultados que el estudio indivi-
dual de cada enzima en medios conteniendo mezclas de disol -
ventes orgdnicos. Tritsch (1974) y Tritsch et al (1976) han

.ideado métodos de estudio de la adenosina desaminasa en mez-—

—_——— T —
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clas de agua y dioxano a fin de disponer de unos medios de
reaccidén mds prdéximos a los que el enzima puede actuar "in
vivo"; en esta situacidn, un enzima en disolucidén en el cito-
Plasma atraviesa gradientes amplios de constante dieléctrica
y se desplaza de un- lado a otro a partir de una porcidn 1li-
pidica de la membrana, especialmente si el enzima cataliza

su .reaccidén en la proximidad de las membranas celulares.

En estudios realizados en cerebro de roedores en 1959 por
Jordan et al, se demostrdé la presencia de ADA y GAH en todas
las fracciones subcelulares, aunque ambos enzimas se encon -
traban en mayor proporcidén en la fraccidn soluble citoplasmd-
tica (loc. cit., Pull y McIlwain 1974). No obstante, las acti-
vidades GAH (Kumar et al 19651 y ADA y también ILDH (Pull y
MeIlwain 1974) aumentaron considerablemente al afiadir tritdn
X-100 &l medio de homogeneizacién. Le LDH también se asocia
& las nembranas subcelulares, microsomales y submitocondria -
les -de higado de rata (Brdiczka et al 1973, Skilleter y Kun
1670); la MDH se asocia a la fraccidn submitocondrial "pesa-
da" de higado de rata (Sottocassa et al 1967) y a las frac-
ciones submitocondriales de higado de pollo (Elduque et al
1982).,

A pesar de estos estudios y otros, en escasas ocasiones se
ha profundigzado en el estudio de la interaccién de tales en-—
zimas .con las membranas de la célula. Aparte de los resulta-
dos ya discutidos, en el presente trabajo también se ha de-
mostrado que los microsomas, después de tratamientos sucesi -
vos con desoxicolato aun poseen actividades no solo de las
deshidrogenasas LDH y MDH, tan abundantes en el interier de
la célula, sino de ADA, GAH y PNP. No hay que descartar por
tanto, que las posibles interacciones de tales enzimas con
las membranas microsomales tengan un significado "in vivo".

No se puede descartar que,en la célula intacta, las interac -

| . oy
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ciones hidrofébicas entre enzimas y protefnas o li{pidos de la
membrana Jjueguen un papel importante. Ejemplo de ello son las
proteinas de unidn periplasmét;ca (PBP) que se unen a pro%ei—
nas constituyentes e intervienen en el transporte especifico
de metavolitos a través de las membranas celulares (Singer
1972, 1974). E1 transporte directo de compuestos purinicos a
través de la membrana (Yamada 1961, Nakagawa y Gureff 1973,
Lerner y Lowi 1974, Sixma et al 1976, Strauss et al 1976) o
la existencia de receptores especificos de purinas (Berne
1963, Schrader et al 1977, Simmons 1981) puede efectuarse por
protelnas especificas; as{, se ha sugérido que la PNP actia
como transportador de nuclebdsidos a través de la membrana
(Cohen y Martin 1977, Dowd et al 1977, Mura et al 1978) y

gque existe un transporte de hipoxantina y de guanina a tra -
vés de la membrana de células cultivadas de mamifero que

no estd ligado a la HGPRT (Merz et al 1979).

En consecuencia y aunque algunas hipdtesis sobre el signi -
ficado fisioldgico de las interacciones de los enzimas LDH,
MDH, ADA, GAH y PNP se formulardn en un capitulo posterior,
se puede considerar que estos enzimas, al menos son proteinas
de membrana de las denominadas "periféricas" en la clasifica-
cién de Singer (1972, 1974) (Tabla VI). Sin embargo, al con -
siderar su comportamiento tras lavados a fondo de los micro-
somas con detergentes, incluso se. podrian considerar protei -
nas constituyentes, si bien la concentracidén de detergente
(desoxicolato) usada fué pequefia. Asi, por el hecho de zpare-
cer como unidos & la membrana y en la fraccidn soluble, de
acuerdo con la hipdétesis de Masters (1977, 1978 a y b), pue-

den considerarse como "ambicuos".
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563 LOCALIZACION DE LOS ENZIMAS DEL METABOLISMO

Las actividades de los enzimas del catabolismo purinico, va-
rian de un tejido a otro (Van der Weyden y Kelley 1976, Reis
1950, 19515 Gelanti et al 1975, Adams y Harkness 1976) e in -
clusa para la GAE (Mansoor et al 1963, Norstrant y Glantz
1965) y la 5’N (Scott 1967) se ha descrito una distribucidn
desigual en el tejido cerebral. En el presente capitulo se
investiga, de forma comparativa, la localizacidn de ios enzi -
mas ADA, GAH, PNP y 5°N, asi como de lz ILDH y la MDH, en el ce-
rebro y en el cerebelo de rata, También se analiza el distin-
to comportamiento de tales enzimas en las fracciones micro -
somal y de vesiculas sindpticas de tejido cerebral, asi como
en los sobrenadantes que se obtienen en los experimentos de

"expresidén del tejido".

De3.1 EXPERIMENTOS DE "EXPRESION" DEL TEJIDO
CEREBRAL DE RATA

5e3slsl ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR LA
" "EXPRESION" DEL TEJIDO CEREBRAL DE RATA

Se determinaron las actividades enzimdticas en el sobrena -
dante que se separa por "expresidén" del tejido y se compara -
ron con las que se obtuvieron en la fraccidn soluble de cere-
bro de rata obtenida después de homogeneizar el tejido median-
te un homogeneizador de Potter-Elvejhem (véase 4,3)., Las dife-
rencias de actividad de los enzimes, mostradas por ambas diso-
luciones enzimdticas, son un indicio de la distinta localiza -
cidn de los enzimas en las células del complejo tejido cere -

‘bral de rata.
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Los experimentos de "expresidén" se efectuaron partiendo de
dos muestras de 6 g de tejido, correspondientes a cuatro ce-
rebros de rata, que se sometieron a ultracentrifugacidén pro-
longada, 21 h a 105.000x g (rotor 35 FA, T 70 mm). E1 so-
brenadante que se separd se diluyd hasta 3 ml con el medio
B, que fue andlogo al medio A, pero sin EDTA. Se tomaron 2,5
ml de la disolucidbdn diluida y se filtraron a través de gel
de Sephadex G-25 (véase 4.17.1) equilibrado con el medio B.
En el filtrado se determinaron las actividades enzimdticasen
estudio. Los resultados se muestran en la tabla XXV. En este
experimento se determind, también, la actividad 5’N ya que
en el medio B se omitid la presencia del EDTA, el cual inhibe

al enzima (véase 5.3.2.1).

Para comprobar estos resultados con les que se obtienen en
ia fraccidn soluble de cerebro de rata obtenida por homoge -
neizacidn mediante un Potter - Elve jhem, fue preciso determi -
nar si las actividades enzimdticas de la fraccidn soluble se
modificaron cuando se sometfa a una ultracentrifugacidén pro -

longads.

De3:1.2 EFECTO DEL INTERVALO DE TIEMPO DE ULTRACEN-
TRIFUGACION DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO
DE RATA, SOERE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
DE LOS SOBRENADALTES

Se tomaron muestras de 20 ml del sobrenadante post-mitocon-
drial separado después de la homogeneizacidn del tejido (véa-
se 4.3) y se ultracentrifugaron a 105.000x g (rotor 35 FA) a
distintos intervalos de tiempo. Se trabajé con los sobrena -
dantes que se separan después de ultracentrifuger 90 min, 4h

¥ 21 h, respectivamente, y en ellos se determinaron las acti -
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TABLA XXV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS POR "EXPRESION" DEL
l
TEJIDO CEREBRAL DE RATA

Enzima Actividad

peat/g tejido | f

LDH 0,014 * 0,002

MDH 0,082 0,002

ADA 0,00024 *0,00002

GAH 0,00014 *0,00001

PP 0,00072 % 0,00009

5N 0,0000196 * 0,0000003

Dos alicuotas de 6 g de cerebro se sometieron a "expresidn"
por espaéio de 21 h (véase 4.6). E1l sobrenadante obtenido se
. diluyé hasta 3 ml con el medio B (sacarosa 0,28 M- tris 25 mM-
HC1l de pH 7,4); 2,5 ml ée filtraron en gel de Sephadex G- 25
equilibrado con el mismo tampén. Las actividades enzimdticas
se determinaron en el filtrado y se expresan en Pcat/g de ce-

rebro. Resultados promedio de dos experimentos.

vidades enzimdticas.

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de to -
dos los enzimas experimenta una disminucidén considerable des-
pués de 17 h de ultracentrifugacidén; la ADA fue el Unico en-
zima cuya actividad no disminuyd, prdcticamente, en el trans-

curso de la ultracentrifugacidén prolongada (Tabla XXVI).
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Se3eled COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES LIBERADAS
EN LA FRACCION SOLUBLE Y EN LA "EXPRESIOKN"
DEL TEJIDO CEREBRAL IE RATA

En la tabla XXVII se comparan las sctividades enzimdticas
exhibidas por el sobrenadante de "expresidn" de cerebro de ra-
ta y por la fraccidén soluble separada después de 1,5 h o 21
h de ultracentrifugacibén. Se pone de manifiesto que, la acti-
vidad de todos los enzimas estudiados en la fraccidn soluble,
procedente de ambos experimentos, fué mayor que la que apare-
ce en el sobrenadante de la "expresidén". En la tabla XXVII se
muestran unas' diferencias muy acusadas cuando se comparan los
resultados de la "expresidn" con los de la fraccidn soluble
separada per ultracentrifugacidn normal (1,5 h); sobre todo
por lo que respecta a la LDH (relaéiﬁn 87::1) y a 1la GAH (re-
lacidn 88 ::1 ). Las diferencias se reducen cuando se conside-

ra la fraccidn soluble que se separa después de una ultracen-

trifugacién prolongada (21 h). No obstante, aun con la correc-

cidn efectuada por la modificacidén de la actividad, debida al
intervalo de ultracentrifugacidn, los enzimas muestran unos
comportamientos diferentes. Asi, mientras que la GAH exhibe
una relacidn elevada (actividad en la fraccidn soluble-21h-
frente a actividad en el jugo de "expresién") de 28 :: 1, los
demds enzimas mostraron relaciones comprendidas entre 10:: 1
¥y 20 :: 1, excepto la ADA cuya relacidn es menor,de 5,5 :: 1l..
Los resultados resefiados constituyen el indicio de una dis -
tinta localizacidn de los enzimas en las células cerebrales,
Pprincipalmente de la ADA. Aun cuando el rendimiento cuantita-
tivo fue, para todos los enzimas, mayor en la fraccidn solu -
ble obtenida por el método habitual (véase 4.3), la actividad
ADA se liberd con mds facilidad que el resto de los enzimas

en los experimentos de "expresidn".
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Los resultados referentes a la ADA sugiere la hipdtesis,
ain sin confirmar, de que sea un ectoenzima, al menos en par-
te- y al igual que lo es la 5°N, como se ha demqstrado que
ocurre en cultivos de células cerebrales (Trams y Lauter 1975).
Si ello fuese asf{, los resultados presentados aqui probarian
que la ADA de la superficie celular se libera mds fdcilmente
que la 5°N de idénticar localizacidn en las células del te -

jido cerebral de rata.

Se3el DIFERENCIAS DE COMPORTAMIENTO DE LA ADA Y TA
5'N LIGADAS A TOS MICROSOMAS Y A TLAS VESICU=-
LAS SINAPTICAS DE CEREBRO DE RATA

De3c2el EFECTO DEL EDTA SOBRE LA ACTIVIDAD 5°N

Cuando se utilizd el medio A no fué posible la determina -
cién de la actividad 5‘N debido a la presencia del EDTA 1 mM,
ya que el compuesto se ha demostrado que es un inhibidor
irreversible del enzima de cerebro bovino (Mallol 1980, Ma -
1lol y Bozal 1982).

Por ello, al intentar determinar la actividad 5°’N, parale -
lamente a la del resto de los enzimas estudiados, se empled,
como se ha indicado en el apartado anterior, el medio B, cons-

tituido de sacarosa 0,28 M y tris (25 mM) - HC1 de pH 7,4.

5e¢362.2 DIFERENCIAS DE COMPORTAMIENTO DE LA ADA Y IA
5’N RESPECTO A LOS RESTANTES ENZIMAS, EN LA
FRACCION MICROSOMAL DE CEREBRO DE RATA

Para demostrar el distirto comportamiento de la adenosina

desaminasa y de la 5’Nucleotidasa respecto de los demds enzi-
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mas en estudio, se han determinado cuantitativamente las acti-
vidades ligadas a los microsomas suspendidos en el medio B y
en desoxicolato 0,075 % (p/v) en B.

Los microsomas, al igual gue en experimentos anteriores, se
lavaron tres veces con el medio B y a continuacidén se trata-
ron con desoxicolato 0,075 %. Las actividades enzimdticas se
determinaron en la suspensién de microsomas én el tercer 1ls -
vado con el medio B, en la suspensidén de microsomas tratados
con.desoxicolato y en el sobrenadante obtenido después de se-

parar los microsomas de la suspensién anterior.

La determinacidén de las actividades ADA, GAH y PNP en la
suspensidn de microsomas requirid precauciones especiales. A
la mezcla de reaccidn se le afiadié un volumen (nunca superior
a 0,2 ml) de la suspensidén, de tal forma que la absorbancia a
la longitud de onda del experimento, no fuera superior z 0,3
A, mds la absorbancia normal de los substratos; las velocida-
des de trabajo del inscriptor fueron lentas. Para determinar
las actividades LDH, MDH o 5°N en las suspensiones, no es pre-

ciso adoptar precauciones especiales.

Los resultados que muestra la tabla XXVIII indican, en pri-
mer lugar, que la 5°N es un enzima cuya presencia en los mi -
crosomas es comparativamente mucho mds elevada (10.000-13.000
pp 10.000 respecto a la actividad en la fraccidn soluble) que
la del resto de los enzimas cuya actividad se determina (200 -
800 pp 10.000 respecto a la actividad presente en la fraccidn

soluble).

El tratamiento con desoxicolato 0,075 % mostrdé diferencias
al comparar las actividades ADA y 5°N con la del resto de los
enéimas. En efecto, en la suspensién en desoxicolato, las
actividades de los enzimas ZDH, MDH, GAH y PNP son superiores

a las que mostraron en la suspensién en el medio B. El trata-



miento con el detergente revela la existencia de una activi -
dad de estos enzimas que no se manifestaba cuando los micro-
somas estaban suspendidos en el medio B. Después- de la sepa-
racidén de los MC presentes en la suspensién con el detergen-
te, la cantidad que se libera de estos enzimas es considera-
ble, pero la extraccidn no es completa; ya se ha descrito

que después de efectuar lavados sucesivos de los microsomas
con disoluciones de detergentes, los residuos microsomales
conservan las actividades de todos los enzimas, si bien, con-

siderablemente disminuidas (véase 5.2.10).

El mismo tratamiento con disolucidn de desoxicolato no dié
lugar a la aparicidén de actividades ADA y 5‘N diferentes a
las que se manifestaroﬁ ya en la suspensién en el medio B.
Ademds, en el sobrenadante separado después del tratamiento
con desoxicolato, las actividades ADA y 5°N liberadas fueron
escasas (1,6 % para la 5'Ny 9,3 % para la ADA) si se compa-
ran con las que se hallaron en las suspensiones de MC (tanto

en el medio B como en desoxicolato 0,075 % en B).

Los resultados presentados indican gque el comportamiento de
la ADA y la 5°N es .paralelo, y ambas se diferencian de los
restantes enzimas estudiados. E1 hecho de que la 5°‘N se encuen-
tre en elevada proporcidén en los MC y que toda su actividad
se manifieste sin que sea necesario el tratamiento con deter-
gente, se halla en ccncordancia con lo descrito para el enzi-
ma de otros tejidos de rata, que se localiza en la cara extra-
citoplasmdtica de las vesiculas del interior de la célula
(Stanley et al 1980). La 5°N se encuentra presente en los MC
de higado de rata (Benedetto et al 1979) y en el caso de las
células de tejido nervioso humano en cultivo, se postula
que la 5°N es un ectoenzima y que la ADA lo pueda ser también
(Trams y Lauter 1975). La analogia de comportamiento exhibida

por la ADA y la 5°N en los resultados aqui presentados parece
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confirmar la hipbétesis de que también la ADA sea un ectoenzi-
ma. Es un hecho de relevante interéds el establecer que la ADA
estd localizada en la membrana y hacia la misma cara que la
5’N, que se considera como un enzima mercador de la membrana
plasmética (Evans y Gurd 1973, Depierre y Kernovsky 1974 b,
Trams y Lauter 1975, Brake et al 1978). La menor actividad re-
lativa de la ADA, en comparacién 'con la 5°N, en los microsomas
de cerebro de rata y posiblemente de otras especies, no ha -
bia permitido asignar esta iocalizacién concreta para la ADA

en egtudios anteriores .

De3e2.3 ' PRESENCIA EN LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE
RATA DE LOS ENZIMAS NECESARIOS PARA EL
CATABOLISMO DE LOS MONONUCLEOTIDOS
PURINICOS

Como se ha puesto de manifiesto en el capitulo anterior,
se ha demostrado que la ADA, la GAE y la PNP estén ligadas
a las membranas microsomales y lo mismo ocurre con la 5°N.
Se ha tratado de comprobar si la presencia de estos enzimas
pernite a la fraccidn aislada, catalizar la transformacidn
de los mononucledtidos purinicos hasta las bases piricas li-
bres, hipoxantina y xantina; que son los productos finales del
catabolismo de las purinas en el tejido cerebral, ya que éste
no posee xantina oxidasa y, por tanto, estas bases puricas

no se transforman hasta dcido urico.

Los experimentos se llevaron a cabo efectuando incubacio -
nes , andlogas & las que se describieron en el capitulo an-

terior (véase 5.2.10.1), en presencia de AMP, GNP, IMP y XMP.

La fraccién microsomal de cerebro de rata, obtenida en el

medio B, se lavé con el medio B y, posteriormente, se traté
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por dos veces consecutivas con desoxicolato 0,075 % (p/v) en
el medio B. El1 residuo microsomal se lavé finalmente con el
medio B y se volvié a suspender en el mismo medio. Alfcuotas
de esta suspensidén, que contuvo 0,0092 U/ml de 5N, fueron
incubadas con ANMP, IMP, GMP o IMP durante intervalos de tiem

por prolongados.

Las muestras en incubacidn contenfan 1,95 ml de la suspen-
sién de MC, 0,75 ml de fosfato sdédico 200 mM de pH 7,4 y 0,3
ml del mononucledtido correspondiente, AMP 1 mM - o GMP, IMP
y XMP, 2 mM, respectivamente. Las muestras control contenian
1,95 ml del medio B en lugar del volumen de la suspensién.
Transcurrido el intervalo de incubacidn, a 3010,1 oC, se
centrifugé la suspensidn (50,000 r.p.m., 30 min, 4 oC, rotor
75 Ti) para separar los microsomas. En el sobrenadante se
determiné la cantidad de hipoxantina o de xantina transforma-
da en dcido urico; para ello . se afiadieron 0,1 ml de xantina
oxidasa comercial (0,4 U/ml) a 2,5 ml del sobrenadante. La di-
ferencie de absorhancia a 293 nm entre el incubado con la sus-
pensién y el blanco correspondid al dcido dYrico formado. En
loé-controles realizados con los mononucledétidos, éstos no
experimentaron modificacidén al ser incubados a 303£0,1 °C en

el intervalo de tiempo de experimentacidén (4 h como mdximo).

En todos los casos, excepto con XMP, se produjo conversidn
de los mononucledétidos en los productos finales del metabolis-
mo (hipoxantina y xantina). Con AMP se produjeron 0,0020 pmol
dcido drico/h, con GMP se produjeron 0,0186 pmol dcido urico/
h y con IMP se produjeron 0,0194 pmol dcido drico/h. Los ex-
perimentos se realizaron por duplicado a dos intervalos de

tiempo de incubacidn distintos (2 y 4 h)..

Los resultados demostraron que los microsomas son capaces

de catalizar la degradacidén de los mononucledtidos hasta am-
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bas purinas por accidn conjunta y sucesiva de los enzimas
5‘N, ADA, PNP y GAH. El resultado obtenido con XMP sugiere
que su catabolismo es muy lento, no obstante, el nivel de

este nucleétido es muy bajo en la célula.

D5e3.2.4 EFECTO DEL EDTA SOBRE LA 5‘NUCLEOTIDASA
LIGADA A LOS MICROSOMAS DE CEREBRO TE RATA

En un apartado anterior (véase 5.3.2.1l) se ha discutido el
hecho de que el EDTA 1 mM inhibe prdcticamente un 100% a la
5’N de la fraccidn soluble de cerebro de rata. Cuando se se-
pararon los microsomas en el medio A, por el método habitual .
(véase 4.3), la actividad 5°N de las suspensiones de microso-
mas era muy baja, no obstante, cuando estos microsomas obte-
nidos en el medio A, se sometieron a lavados sucesivos conel
medio B (exento de EDTA), se fué recuperando la actividad 5°N
de la suspensién de microsomas (Tabla XXIX). La inhibicidn por
el agente es gradualmente reversible ya que disminuye al ir
lévandollos microsomas con medios exentos de EDTA; puede su-
gerirse, por tanto, que sea debida a interacciones de tipo hi-
drofdbico del EDTA con las membranas, o directamente sobre el
enzima en el que, quizds,se produzca un cambio de conforma -
cidn que impida el acoplamiento del substrato. Esta explica-
cidn estd apoyada ademds, por el hecho de que la recuperacidn
es gradual; otro tipo de interacciones, idnicas o por puentes
de hidrégeno, permitirfan una recuperacién mds rdpida. Tampo-
co puede descartarse un complejamiento de algin idn metdlico
constitutivo de la proteina, por el EDTA, sin embargo, para
la 5’N del tejido cerebral de buey se ha demostrado la ausen-
cia de iones metdlicos en la molécula proteica (Mallol y Bozal
1982 1),
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TABLA XXTX

RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD 5‘NUCLEOTIDASA DE LOS MICRO-
SOMAS AL ELIMINAR EL EDTA DEL MEDIO '

Suspensidén de MC lésuspensidén de MC 28suspensidn de MC
en A en B ' en B
pp 10.000 pp 10.000 pp 10.000

740 2123 3900

Los microsomas se obtuvieron en la forma habitual (véase
4.3), en presencia de EDTA 1 mM (medio A). Los microsomas se
suspendieron en el medio A y después de separarlos, se sus -
pendieron dos veceslconsecutivas en el medio B (exento de
EDTA). La actividad 5°N se ensayd en la suspensién de los
microsomas en A y en las dos suspensiones posteriores en B.
Los valores de actividad se expresan en pp 10.000 de acti -
vidad que exhiben los microsomas correspondientes a 1 g de
tejido, respecto a la actividad de la 5°N en la fraccidn so-

luble (0,000855 Pcat/g tejido)

De3:245 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CONCENTRACIONES
ELEVADAS DE DETERGENTE EN LA UNION DE LA
5‘N A LOS MICROSOMAS DE CEREBRO DE RATA

El tratamiento repetido de los microsomas con disoluciones
de detergentes (desoxicolato y tritén X-100) de concentracio-
nes crecientes, no condujo a la eliminacidn de las activida -
des LDH, MDH, ADA, GAH y PNP de los residuos de microsomas

que se separan (véase 5.2.9 y 5.2.10). En un experimento and—
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logo se ha demostrado que la 5'N estd fuertemente ligada a
los microsomas de cerebro de rata y después de un tratamien-
to con desoxicolato 0,5 % (p/v) en B, el residuo separado

auin contiene un 18 % de la actividad "de la suspensién ini -
cial de microsomas. Para la realizacidén del experimento, se
obtuvieron los microsomas en el medio B, el residuo se lav§
tres veces con el medio B y después se sometid a dos lavados
sucesivos con desoxicolato 0,075 % (p/v) en B. El residuo
microsomal se suspendid en el medio B; en una parte se de-
termindé la actividad 5°N y el resto se ultracentrifugd para
recoger el residuo microsomal, que se sometid a dos lavados
sucesivos con desoxicolato, uno con el detergente en concen-
tracién de 0,25 % y el otro 0,5 %. E1l residuo de microsomas
as{ lavados, se lavd de nuevo con el medio B y el residuo fi-
nal se suspendid en el medio B. Se determind la actividad 5°N
de las suspensiones de microsomas; los resultados se recogen

en la tabla XXX a.

Cuando se determind la actividad 5’N en la suspensidn de
microsomas en el detergente, se confecciond una muestra con-
trol de la actividad 5°N.de la fraccidn soluble frente a las
mismas concentraciones de detergente. Con desoxicolato 0,075
% apenas se observa variacidén de la actividad 5‘N respecto al
control de actividad obtenido en ausencia del detergente (va-
lor relativo 100). En desoxicolato 0,25 y 0,5 %, la actividad
5’N aument$ a 107 y 114 respectivamente. Estos resultados es-

tdn de acuerdo con la activacidén por desoxicolato descrita

para el enzima de veneno de Crotalus atrox (Chatterjee 1979).
En la tabla XXX a ya se han intreducido las correcciones
oportunas, que incluyen la activacidén de la 5'N y la pérdi-
da cuantitativa de los microsomas de un lavado respecto del
anterior; por tanto, los resultados que se presentan son

comparables entre si.
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En todas las suspensiones consideradas en la tabla XXX a,
se determinaron las actividades LDH, MDH y, ocasionalmente,
la GAH; los resultados se muestran el la tabla XXX b. Los
restantes enzimas, ADA, GAH y PNP no se pudieron determinar
debido a la elevada concentracidn del detergente (véase
562510 )

El comportamiento de la 5°N indica que el enzima se encuen-
tra fuertemente ligado a los microsomas y que el tratamiento
de éstos con concentraciones elevadas del detergente, no
provoca un aumento de la actividad 5°N ligada a la suspensién
de microsomas; con lo que se confirman los resultados presen-

tados anteriormente (véase 5.3.2.2).

Las actividades LDH y MDE, en cambio, van aumentando a me-
dida que los microsomas se tratan con concentraciones crecien-
tes de desoxicolato. Asi, tras dos tratamientos con desoxico-
lato 0,075 %, el tratamiento con desoxicolato 0,25 %, produ-
jo una liberacidn considerable de tales enzimas, en concordan-

cia con lo que se ha descrito precedentemente (véase 5.2.9).

De3e246 DIFERENCIAS DE COMPORTAMIENTO DE LA ADA Y LA
5°N RESPECTO A LOS RESTANTES ENZIMAS EN LA
FRACCION DE VESICULAS SINAPTICAS DE CEREBRO
DE RATA
La hipbtesis del nervio purinérgico de Burnstock (1972 a _
¥ b) se apoya, en parte, en la existenciaenlas células del
tejido nervioso de enzimas como la 5°N y la ADA, que contri-
buyen a metabolizar el ATP a inosina; por ello, seria de in-
teréds el establecer.la presencia de estos enzimas en las vesi-
Culas sindpticas aisladas de cerebro de rata. La obtencidn
de una fraccidn de vesiculas sindpticas fué posible mediante
un sencillo método descrito por Soller et al (1973) y comen-

tado en detalle en métodos (véase 4.5). La fraccidn de vesi-
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culas sindpticas obtenida coincidid ampliamente con la obte -
nida por Soller et al (loc. cit.) como lo demuestran las imd-
genes que se obtuvieron en el microscopio electrdnico; la

fraccidn, al igual que la obtenida por estos autores, contu-
vo vesiculas sinéptibas (Figura 15) contaminadas por pequefias

vesiculas de membrana de tamafio algo superior (Figura 16).

La fraccidn de vesiculas sindpticas obtenida se lavé dos
veces con el medio B y se tratd con desoxicolato 0,075 %
(p/v) en B; en el sobrenadsnte se determinaron las activida -
des LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y 5’N. Las actividades 5’N, LDH
v MDH también se determinaron en la suspensidn de vesiculas
sindpticas. Los resultados se compararon con los obtenidos
con los microsomas tratados de igual manera., Los microsomas,
en este caso, no correspondieron a la misma fraccidén que la
descrita en métodos (véase 4.3) y fué cuantitativamente algo
superior. En el método de Soller et al (1973), la obtencién
del sobrenadante post -mitocondrial se lleva a cabo por cen-
trifugacidn a 12.000x g, 20 min. También, el medio de homoge-
neizacidén fue de sacarosa 0,32 M y con una relacién 10 ml/g
de tejido. Los lavados, tanto de la fraccidén microsomal como
de la de vesiculas sindpticas, una vez aisladas, se efectua-

ron con el medio B.

La comparscidén de los 'resultados obtenidos en ambas fraccio-
nes se resumen en la tabla XXXI. Lo mds destacable es el hecho
de la elevada proporcidén de 5‘N (12,3 %) y sobre todo, de ADA
(29,7 %),con respecto a los restantes enzimas, en la fraccidn
de vesiculas sindpticas. Ello sugiere que las purinas puedan
desempefar una papel relevante en la funcidn de las células
del sistema nervioso central (SNC) y constituir un apoyo a
la hipdtesis de la existencia de terminaciones nerviosas pu-

rinérgicas en tal tejido (Burnstock 1975 b).
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FIGURA 15.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION DE VESICULAS SINAPTICAS
OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (Véase 4.5 ).- La fraccién se pro-
cesd como se describid en métodos (Véase 4.23). 46.000 X.

FIGURA 16.— MICROGRAFIA ELECIRONICA DE LA FRACCION DE VESICULAS SINAPTIC#S
OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (Véase 4.5).- . La fraccidn se procesd
como se describié en métodos [Véase 4.23). 27.000 X.

R N Y e




TABLA XXXI
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ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS Y DE

LAS VESICULAS SINAPTICAS DE CEREBRO DE RATA

Microsomas

.Enzima Vesiculas sindpticas

LDH 2,5 100
MDH 2,5 100
ADA 29,7 100
GAH 2,5 100
PNP 0,9 100
5N 12,3 100

La fraccidn microsomal (véase 4.5) se lavd tres veces con

el medio B y la fraccidn de vesiculas sindpticas (véase 4.5)

se lavd dos veces con el medio B después de su obtencidén. Am-

bas fracciones lavedas se trataron con desoxicolato 0,075 %

(p/v) en B. Las actividades enzimdticas se determinaron en

los sobrenadantes respectivos de los tratamientos con el de-

tergente., Los resultados son comparativos; se da el valor

100 a la actividad de cada enzima liberada cde la fraccidénmi-

crosomal.
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La tabla XXXII muestra la comparacidn de las actividades
LDH, MDH y 5’N, asi como de las absorciones a 280 nm entre
las fracciones de vesiculas sindpticas y de microsomas., Estos
resultados, ademds de confirmar los presentados en la tabla
XXXI, demuestran que la LDH y la MDH se liberan, o estdn 1li-

gadas de forma distinta a las membranas de ambas fracciones.

De3e3 COMPARACION DE TLAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
EN CEREBRO Y EN CEREBELO DE RATA

La importancia del papel de las purinas en el tejido ner -
vioso (Burnstock 1972 a y b, 1975 a y b), que ha conducido a
formular la hipdtesis del nervio purinérgico, sugiere la po-
sibilidad de que la actividad de los enzimas del catabolismo |
purinico varie en las diferentes regiones del tejido nervio- !
so en estudio. Ello ha conducido a efectuar_experimentos com=

parativos en el tejido cerebral y cerebelar de rata.

S T P § COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO Y DE CE-
REBELO DE RATA

La fraccidn soluble de ambos tejidos se obtuvo de la forma |
habitual (véase 4.3 y 4.4). En la tabla XXXIII se muestran
las actividades enzimdticas que se obtuvieron para ambos te -
jidos. La fraccidn soluble destinada a la determinacidén de
las actividsdes LDH, MDH, ADA, GAH y PNP, se obtuvo por homo-
geneizacidn en el medio A, en el que también se determinaron
las actividades. Para la 5°N se trabajé exclusivamente con el

medio B.
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TABLA XXXITT

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO
Y DE CEREBELO DE RATA

Enzima TEJIDO CEREBRAL TEJIDO CEREBELAR
(peat/g) (peat/g)
LDH (8) 1,2%0,3 " 1,4%20,2 (4)
MDH (8) 2,2%0,5 . 2,9%0,3 (4)
ADA (8) 0,0016 % 0,0005 0,0013 *0,0003 (4)
GAH (8) 0,014 *0,003 0,0017*0,0004 (4)
PNP (8) 0,023%0,008 0,016 0,002 (4)
5N | (3) 0,0009 % 0,0002 10,0010 £ 0,0002 (3)

La fraccidn soluble de cerebro y de cerebelo de rata se

obtuvieron como se describid en métodos (véase 4.3 y 4.4).

La actividad se determiné en el sobrenadante de ultracen -
trifugacidn, después de eliminar los microsomas. La elimi-
nacién de substratos enddgenos se llevdé a cabo por filtra -
cidn en gel de Sephadex G -25. La determinacidn de la acti-
vidad 5°N, en todo el proceso, se efectud con el medio B, in-
cluyendo la obtencién de la fraccidn soluble; en los demds
casos se usé el medio B. Los resuitados se expresan en pcat/
g de tejido y, entre paréntesis, se indica el numero de expe-

rimentos.

El hecho mds representativo, que se pone de manifiesto al
consultar la tabla XXXIII, es la analogia de actividades pa-
ra LDH, MDH, ADA, PNP y 5’N en las fracciones solubles de ce-

rebro y cerebelo; las actividades no son idénticas, pero exhi-
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ben el mismo orden de magnitud y, a menudo, unas y otras
coinciden denfro del margen de error de los resultados. Por

su parte, la actividad GAH estd muy disminuida en la fraccidn
soluble de cerebelo de rata, unas diez veces inferior a la ob-
tenida en la fraccidn soluble de cerebro de rata. Este hecho,
del que no se puede aventurar ninguna hipdétesis sin la reali-
zacidén de estudios mds amplios, ya ha sido puesto de manifies-

to en cerebelo de cerdo (Dawéon 1971).

De3e3.2 COMPARACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN
' ~ LA FRACCION MICROSOMAL DE CEREBRO Y DE
CEREBELO DE RATA

La. fraccidn microsomal de ambos tejidos se obtuvo tal como

se describid en métodos (véase 4.3 y 4oed).

.r.

Los microsomas, lavados tres veces con el medio de homoge-
neizacidén correspondiente (A o B), se tratan con desoxicola-
to 0,075 % (p/v) en A o en B. Las actividades enzimdticas se
determinaron en el sobrenadante de ultracentrifugacidén des-
pués del tratamiento con el detergente. Tales actividades se
expresan, como es habitual, en partes por 10.000, referidas
en cada caso a la fraccidn soluble del tejido correspondien-
te (TPabla XXXIII). Cuando se determinaron las actividades
LDH, MDH, ADA, GAH y PNP, el medio en el que se obtuvieron
los microsomas y se determinaron las actividades fue el medio
A. Para el ensayo con la 5°N se trabajé en todo momento con

el medio B.

Los resultados (Tabla XXXIV) muestran una variacidn entre
ambos tipos de microsomas. No obstante, salvo en el caso de la
GAH, cuyo valor estd muy disminuido al igual que ocurria en la

fraccién soluble, las diferencias no son tan significativas co-
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TABLA XXXIV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LA FRACCION MICROSO-
MAL DE CEREBRO Y DE CEREBELO DE RATA POR TRATAMIENTO CON
DESOXICOLATO 0,075 %

Enzima Cerebro Cerebelo
LDH 100 73
MDH ; 100 62
ADA 100 110
GAH 100 42
PNP 100 93
5N 100 ' 133

Las fracciones microsomales de cerebro y cerebelo de rata
(véase 4.3 y 4.4) se lavaron tres veces con el medio de ho-
. mogeneizacidn y, a contiﬁuacién, se - trataron con desoxico-
lato 0,075 % (p/v) en el medio de lavado. Las actividades en-
zimdticas se determinaron en el sobrenadante del tratamiento
con desoxicolato. Cuando se determind la actividad 5’N, todo
el proceso se efectud con el medio B, incluyendo la homoge -
neizacidn del tejido; en los demds casos se usdé el medio A.
Los resultados son comparativos y se da el valor 100 a la ac-
tividad de cada enzima (pp 10.000) liberada de la fraccidn
microsomal de cerebro de rata. Las actividades (pp 10.000)
vienen referidas en cada caso a las que exhibe cada enzi-
ma en la fraccidn soluble del téjido correspondiente (véase

tabla XXXIII).

mo para pérmitir formular alguna hipdtesis en relacidn a que
la fraccidn microsomal aislada de cerebro sea comparativamen-

te distinta de la aislada de cerebelo.
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5¢3.4 DISCUSION

- E1 conjunto de los resultados presentados en este capitulo
puede permitirestablecer diferencias en la localizacidn de la
LDH, la MDH, 1a ADA, la GAH, la PNP y la 5°N, en dos regio-
nes diferentes del encéfalo (cerebro y cerebelo), asi como
dentro del tejido cerebral. Los experimentos resefiados, efec-
tuados con microsomas, con vesiculas sindpticas y con jugos
obtenidos por "expresidén", sugieren la distinta localizacidn

subcelular de los enzimas mencionados.

Al comparér las actividades enzimdticas exhibidas por la
fraccidn soluble de cerebro y de cerebelo de rata, no se ob-
servan diferencias de actividad acusadas excepto con la ac-
tividad de la GAH que, en cerebelo, es mucho menor que la
que aparece en la fraccidn soluble de cerebro. Aunque la dife-
rencia comentada no sea suficiente como para atribuirle la
significacidn de caracteristica diferencial, estructural y
funcional, entre ambas regiones del SNC, si puede constituir
un indicio de que el substrato de la GAH, la guanina, desem-—
pefie algﬁﬁ papel significativo en dicha diferencia. En lugar
de atribuir exclusivamente a la guanina la caracteristica di-
ferencial, podria sugerirse que fuesen los niveles de guanina
y de xantina (producto de la transformacidén de la guanina por
la GAH) los responsables, en parte, de tal efecto. La escasa,
0 nula actividad de GAH en cerebelo ha sido puesta de manifieg-
to anteriormente para el enzima de otras especies (Dawson
1971, Carpene et al 1976) y se ha descrito su distribucién
regional en cerebro de rata, asi como su ausencia en cerebe-
lo de rata (Mansoor et al 1963). Se ha demostrado, también,
que las metilxantinas modulan la liberacidn de purinas en el
SNC ¥y no se descarta la posible existencia en el SNC de re -

ceptores especificos para estos compuestos purinicos (Stone
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et al 1981).

Los experimentos de obtencidén de jugos vor "expresidn" del
tejido cerebral, muestran que aparece en ellos la ADA en ma-—
yor proporcidn que el resto de los enzimas, en comparacidn
con las actividades presentes en la fraccidn soluble de cere-
bro. E1 hecho puede constituir una prueba en apoyo de la hi-
pétesis de que la ADA sea un ectoenzima, lo que le permitiria
liberarse con mds facilidad por ultracentrifugacidn prolonga-
da del tejido que otros enzimas localizados en el interior de
la célula. Este extremo, que ha sido confirmado para la 5°N
procedente de cultivos de células cerebrales, no habfa podi-
do ser confirmado para la ADA (Trams y Lauter 1975). Los re -
sultados aqui descritos, obtenidos con los microsomas de ce -
rebro sugieren, también, ¢l cardcter de ectoenzima de la ADA.
Las actividades 5’N y ADA ligadas a los microsomas se encuen-
tran localigzadas hacia el exterior de las vesiculas micréso—
" males y se ponen plenamente de manifiesto antes de desorgani-
zar las membranas microsomales por tratamiento con desoxicola-

to (véasée 5.3.2.2).

El que la ADA y la 5°N tengan la misma localizacidn subcelu-
lar en los microsomas de cerebro no implica, necesariamente,
que ambos sean ectoenzimas, como eﬁ el caso de la 5’N (loc.
cit.); sin embargo, constituye una fuerte presuncién en favor
de la hipétesis de que, al menos una parte de la ADA, esté
localizada en esta regidén de la célula. Asi, en las células
cerebrales cultivadas, se ha demostrado que existe una ADA
particulada cuya localizacidén es idéntica a la de la 5°N que,
ademds, es un enzima marcador de la membrana plasmdtica (loc.,
cit., Evans y Gurd 1973, Depierre y Karnovsky 1974 b, Brake et
al 1978). En tejidos de rata se ha demostrado que la 5'N se
encuentra en la superficie celular, pero también en el inte -

rior de la célula, en la cara extracitoplasmdtica de las ve-
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siculas del interior celular; ademds de estos resultados,
que confirman los aqui obtenidos, se ha indicado que existe
una relacidén dindmica entre la 5°N que presenta ambas loca -

lizaciones (Stanley et al 1980).

También se ha demostrado en cultivos de células cerebrales,
que si se afiade adenosina marcada al medio, ésta es trans-
formada de forma rdpida en inosina e hipoxantina; esta con -
versidén requiere la captacidén de la adenosina por las célu -
las y la excreccidn de los productos de su catabolismo. E1
que la transformacidén tenga lugar preferentemente de esta ma-
nera, no es dbice para que Trams y Lauter (1975) no descar -
ten la posibilidad de que la ADA sea un ectoenzima. Es posi -
ble, también, que aunque la ADA esté localizada en la superfi-
cie celular pueda actuar, alternativamente, como un transpor-
tador de membrana captando adenosina hacia el interior de la

bélula.

La actividad 5°N ligada a los microsomas no se pone de mani-
fiesto si la fraccidn se obtiene en medios gue contienen EDTA.
Sin embargo, al eliminar el EDTA 1la actividad 5°N se va recu-
perando. Asi, la pérdida de actividad 5°N no es debida a que
el EDTA secuestre algun metal necesario para la actividaddel
enzima y se podria sugerir que el efecto fuera debido a una
alteracidén por el EDTA de la carga superficial de la membrana
que provocara una inhibicidn del enzima; este fendmeno sucede
con otros snzimas de las.membranas plasmdticas, de las mem -
branas mitocondriales y del reticulo endoplasmdtico (Wojtc-
zak 1979). No obstante, como el efecto desaparece cuando se
solubiliza el enzima (loc. cit.) es mds probable que el EDTA
actiye de forma que modifique la conformacidn del enzima, ya
que la inhibicidén ejercida también se produce con el enzima

de la fraccidn soluble (véase 5.3.2.1) y con el enzima puri-
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ficado de cerebro bovino (Mallol et al 1982 a y b); en estas
condiciones, la inhibicidén es irreversible y , ademds, se ha
demostrado la ausencia de iones metdlicos constitutivos de

la molécula enzimdtica (Mallol et al 1982 D).

Hay que destacar que, en experimentos realizados con el
enzima unido a la membrana de los bastones de la retiné, se
demuestra que la 5°N se libera de las membranas en la obscu-
ridad, y las caracteristicas cinéticas del enzima unido ydel
enzima solubilizado, son idénticas (Fukui y Shichi 1981) . Es
pues probable que el efecto del EDTA sobre el enzima unido
sea idéntico al que ejerce sobre el enzima que se obtiene en
la fraccidn soluble o en los purificados parciales. incluso
es posible que el enzima obtenido de la fraccidn soluble se
haya liberado de las membranas durante el proceso de homoge -

neizacién y de centrifugacidén diferencial.

En el presente trabajo se ha demostrado, por medio de
electroforesis, ﬁue la ADA de la fraccidn soluble y la solu -
bilizada de los microsomas es la misma, lo cual parece apoyar

la hipdtesis anterior.

Stanley et al (1980 ) han confirmado que el aumento de acti-
vidad 5°N que se produce en hepatocitos de rata, al homoge -
neizar el tejido o cuando éste se trata con detergentes, es
debido a la liberacidén del enzima localizado en el interior
de 1la célula. Ambos enzimas, el localizado en la superficie
celular y el liberado del interior celular, son indistingui -
bles tanto por su inhibicidn por anticuerpos especificos como
por su comportamiento cinético con AMP., En células de plasmo-
citoma, 15 5’N unida a la membrana y la solubilizada de ellsa,
tienen un comportamiento cinético andlogo (Lelievre y Zachows-
ky 1977). Tambidn existe una 5°N localizada en el interior de

las células musculares humanas y asociada a las membranas del
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sarcolema (Champaneria y Pennington 1981).

El comportamiento de la 5’N unida a los microsomas cuando
éstos se trataron con concentraciones crecientes de desoxico-
lato, es éimilar al de la glucosa - 6 - fosfatasa cuando se rea-
1izé un experimento andlogo con microsomas de higado de rata
(Weihing et al 1972). En los mismos experimentos se demostrd
que la unidén de la NADPH - citocromo ¢ reductasa a los micro-
somas de higado de rata es mds 14bil que la de la glucosa - 5-
fosfatasa (loc.cit.). En las membranas celulares de diversos
tejidos de rata, la 5°N se solubiliza con concentraciones ele-
vadas de tritén X-100 (2 %) o de desoxicolato (1 %) (Riemer
y Widnell 1975). Asi pues, la 5°’N se puede considerar como
una proteina constituyente de las membranas microsomales ﬁe

cerebro de rata.

En estudios realizados en tejido cerebfal de ratén (Suran
1973) se ha demostrado gque la 5°N se encuentra en el axoplas-
ma asociada con la mielina, mientras qﬁe la mayor actividad
especifica de la 5°N en cerebro de cobaya se obtiene en la
mielina (Epchan 1970). En conjunto, es posible que.la activi-
dad 5’N de la fraccidn microsomal de cerebro de rata corres-
ponda a varios orgdnulos subcelulares, como la mielina, la
membrana plasmdtica e incluso las membranas del retfculo en-
doplasmdtico; todas ellas forman parte de dicha fraccidn mi-
crosomal, como se ha demostrado por medio de su caracteriza-
cidn ultraestructural (véase el capitulo siguiente : 5.4.2.4.1

Y Bl 2) 4

También son las actividades 5’N y ADA las que se extraen
de las vesficulas sindpticas en mayor proporcidn que el resto
de los enzimas, al comparar con las actividades que se obtie-
nen de 1los microsomas. La ADA cuya actividad relativa esdel

30% en comparacidén con la extrafda de los microsomas (Tabla
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XXXI) muestra un comportamiento muy distinto al de la LDH ,
VMDH, GAH y PNP, con actividades relativas entre 2 y 3 %. La
actividad relativa de la 5°N es intermedia, cercana al 12%.
Estos resultados confirman la presencia de la 5°N, y sobre
todo de la ADA, en las vesiculas sindpticas y ademds en una
proporcidn que sugiere que el papel de estos enzimas es im-
portante, asi como el de determinados compuestos purinicos,
en la transmisién nerviosa que se lleva a cabo en las sinap -
sis. Burnstock (1972 a y b), al formular la hipdtesis del
nervio purinérgico se basé, entre otros hechos, en la exis -
tencia de ATPasa, de 5°N y de ADA en el tejido nervioso. Asi
pues, la localizacidn concreta de la 5°N y de la ADA en las
vesiculas sindpticas puede apoyar la mencionada hipétesis de
Burnstock (loc.cit.). La existencia del resto de los enzimas
estudiados, en la fraccidn de vesiculas sindpticas se pudo de-
ber a su presencia en tales vesiculas, o a que se liberaran
de otro tipo de vesiculas que contaminan la fraccidén (Figuras
15 y 16) (Soller et al 1973). La existencia de enzimas citoso-
lubles, como la LDH, se ha demostrado , también, en las vesi -
culas sindpticas de cerebro de rata obtenidas por el método de
de Whittaker et al (1964) (Morgan et al 1973). E1 que la ADA y
la 5°N se liberaran de las vesiculas contaminantes es una hi-
pétesis poco probable ya que, si fuese asi, cabria esperar que
ambos enzimas se liberaran en proporciones similares al resto
de los enzimas, como ocurre en los microsomas., Wombacher(1978)
ha demostrado la existencia de un complejo multienzimdtico

en la fraccidn citoplasmdtica de corteza adrenal de buey; en
él intervienen la 5°’N, la fosfodiesterasa y la ADA que inter-
vendrian en el catabolismo del 3',5’—AMPC. Se podria sugefir
la existencia de un complejo multienzimdtico compuesto por

la ATPasa, la 5°N y la ADA, que metabolizara el ATP en las

terminaciones nerviosas purinérgicas.
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La distribucidn regional de la actividad BfN, especialmen- -
te, la que exhibe el cerebelo y el hipocampo, condujo a Scott
(1967) a sugerir que el enzima puede actuar en procesos bio-
quimicos simples, y en funciones neurofisioldgicas; En el
presente estudio, la observacibén del distinto comportamiento
que exhiben Jla 5°N y la ADA respecto a los restantes enzi -
mas, espeéialmente su elevada actividad en las vesiculas si -
nédpticas, son hechos que concuerdan con la hipétesis de Scott
y constituirian una . prueba en favor de la hipdtesis de la
existencia de terminaciones nerviosas purinérgicas en el SNC

(Burnstock 1975 b).
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5.4 CARACTERIZACION DE LOS MICROSOMAS DE
| CEREBRO DE RATA

5.4.1 VARTACION DE TA CANTIDAD DE MICROSOMAS

SEPARADOS SEGUN EL METODO DE ATSTAMIENTO
EMPLEADO

La obtencidén de la fraccidn microsomal, a partir del sobre -
nadante post-mitocondrial, puede variar con el método de se -
paracidn; uno de los factores cuya influencia puede ser mds
acusada es la naturaleza del medio en que se efectda la sepa-
racidn. La influencia de otros factores puede ser también no-
toria. Se ha tratado de determinar aqui como pueden influir
diversas circunstancias en la composicidn y en la cantidad de

" la fraccidn microsomal que se separa.

Selislel INFLUENCIA DE LA RELACION DE HOMOGENEIZACION
(ml/g tejido) EN LA SEPARACION DE MICROSOMAS
DE CEREBRO DE RATA

Se ha tratado de determinar si la.relacidn de homogeneizacidn
se refleja significativamente en la cantidad de los microso -

mas que se obtienen.

Se tomaron, con este objeto, dos porciones de 12 g de cere-
bro de rata y se homogeneizaron con el medio A. La primera
porcidén se homogeneizd con 72 ml de A (relacidén de homogenei-
zacién : 6 ml deA /g cerebro) y la segunda con 108 ml de A

(relacién: 9 ml/g cerebro).

La fraccién microsomal se separdé de ambos homogéneizados
. por el método habitual (véase 4.3). Los residuos de centrifu-

gacidén se lavaron tres veces con el medio A y, una vez lava-
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dos, ambos residuos se trataron con 15 ml de disolucidn de

desoxicolato 0,075 % (p/v) en el medio A. En los sobrenadan-
tes se determinaron las actividades LDH, MDH, ADA, GAH y PNP.
En la tabla XXXV se muestran de forma comparativa los resul-
tados obtenidos. En las fracciones solubles respectivas, des-
pués de ser sometidas a filtracidén a través -de gel de Sepha-
dex G-25 (véase 4.17.1), se determinaron las mismas activida-

des enzimdticas (Tabla XXXVI).

En la fraccidn soluble, las actividades de los enzimas es -
tudiados son andlogas, tanto si la relacién de homogeneiza -
cién es de 6 ml/g, como si es de 9 ml/g. Cuando la relacidn
de homogeneizacidn fue de 9 ml/g, un 50 % mds elevada que la
de 6 ml/g , la obtencidn de microsomas fue superior en més
de un 30% . La absorbancia comparativa (a 260 o a 280 nin) de
la suspénsidn de microsomas obtenidos en ambos casos fue de
137 :: 100; es decir, un 37 % superior cuando la relécidn
de homogeneizacidn fue de 9 ml/g. La proteina total liberada
en el tratamiento con desoxicolato fue también superior (32
%) cuando la relacidn de homogeneizacidn fue mds elevada; en
este caso, también las actividades enzimdticas fueron superio-
res, entre un 35 y un 39 % para los enzimas del catabolismo
purinico, y entre un 47 y un 54 % para las deshidrogenasas
(véase tabla XXXV).

Los resultados muestran una variacién cuantitativa de la
obtencidn de microsomas al variar la relacién (p/v) de homo-
geneizacidn del tejido, y que el rendimiento es mayor al

aumentar dicha relacién de homogeneigzacién.
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TABLA XXXV
ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS DE LOS MICROSOMAS AISLA-
DOS AL VARIAR LA RELACION DE HOMOGENEIZACION (ml/g tejido)

Enzima (pcat totales en el lavado)
relacién 6 ml/g relacidén 9 ml/g
LDH 100 147
MDH 100 ' 154
ADA _ 100 136
GAH 100 135
PNP 100 . - 139
]
A280de los MC (a) 100 137

Proteina (b)

(mg totales en

sobrenadante del 4,66(100) . 6,16(132)
tratamiento con

desoxicolato)

La fraccidén microsomal de cerebro se obtuvo por homogenei-
zacidén del tejido en el medio A por el método habitual (véa-
se 4.3). Se usaron dos relaciones de homogeneizacién; 6y 9
ml de A por g de tejido: Las fracciones microsomales separa-
das se lavaron tres veces con A, después se trataron con de-
soxicolato 0,075% (p/v) en A. Las actividades se determinaron
en el sobrenadante del tratamiento con desoxicolato. Los re-
sultados son comparativos y se asigna el valor 100 a las ac-—,
tividades correspondientes a los MC separados mediante la
relacidén 6ml/g .

(a) Suspensién de microsomas en el tercer lavado con A

(b) Datos expresados en mg totales. Entre paréntesis se dan
los datos comparativos (se asigna el 100 a la proteina que co-

rresponde a los MC separados mediante la relacidn 6ml/g ).
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TABLA XXXVI

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE TLA FRACCION SOLUBLE DE
CEREBRO DE RATA OBTENIDA AL VARTAR LA RELACION DE
HOMOGENEIZACION (ml/ g tejido)

Enzima (pcat/’g tejido)

Relacién 6ml/g Relacidn 9 ml/g
LDH 1,17 1,14
MDH 2,3 2,1
ADA 0,0021 0,0021
GAH 0,013 0,013
PNP 0,006 - 0,006

La fraccidén soluble de cerebro se obtuvo por homogeneiza-
cidn del tejido en el medio A por el método habitual (véase
4,3). Se usaron dos relaciones de homogeneizacibén: 6 ml y
9 ml de A pof g de tejido. La determinacidén de actividades
se efectud en las respectivas fracciones solubles obtenidas
previa filtracidn en gel de Sephadex G-25 equilibrado conA.

Los resultados se expresan en Pcat/g de tejido.

Debdel.2 ' INFLUENCIA DE LA CONSTANTE DIELECTRICA DEL
MEDIO DE HOMOGENEIZACION EN LA SEPARACION
DE LOS MICROSOMAS

Con objeto de establecer si la cantidad de microsomas que
se obtiene puede variar con el medio de extraccidn usado, se

procedid a obtener homogeneizados de tejido cerebral median-~
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te el empleo de medios diferentes, cuya constante dieléctri-
ca (Akerloff 1932) es distinta .de la del agua (constante
dieléctrica= 78 - Cte.dieléctrica del vacio= 1-).

Se escogieron los cuatro medios de homogeneizacidén que se
indican
A :medio A (sacarosa 0,28 M, tris 25 mM, EDTA 1mM , HC1 pH7,4)
-Cte. dieléctrica= 78

- Densidad = 1,0355 . g/ml

- Viscosidad = 1,03 cpoises
C : etilenglicol 40 % (v/v)

-Cte, dieléctrica= 68

- Dénsidad = 1,0518

- Viscosidad = 1,15 cpoises

o,

dimetilsulfdéxido de x= 0,196
- Cte., dieléctrica= T4

- Densidad = 1,0740 . g/ml

- Viscosidad = 1;10 cpoises
E:urea 1,5 M

-Cte, dieléctrica = 82

- Densidad = 1,0320

-Viscosidad = 1;04 cpoise.

Los medios C, D y E contuvieron tris (25 mM), EDTA 1mM y
se ajusté el pH a 7,4 con HCl.

Se confeccionaron homogeneizados en los cuatro medios ci -
tados, siendo la proporcidén de 6,5 ml/g , que es la empleada

habitualmente. La separacién de la fraccién microsomal se
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1llevé a cabo tal como se ha descrito (véase 4.3). Las cuatro
fracciones microsomales asi obtenidas se lavaron tres veces
con el medio A y se trataron con desoxicolato 0,075% en A

en la forma habitual. Las actividades enzimdticas se determi-
naron en las fracciones solubles que se obtuvieron, en cada
caso, y que se filtraron a través de gel de Sephadex G - 25
equilibrado con el medio A (véase 4.17.1l) (Tabla XXXVII) y

en los sobrenadantes separados tras el tratamiento del resi.-—

duo de microsomas con desoxicolato (Tabla XXXVIII).

Los resultados muestran que las cantidades de enzima extrai-
das, 0 puestas de manifiesto, dependen del medio de homogenei-
zacidén empleado . Las diferencias observadas en las cantida -
des (Pcat/g tejido) de cada uno de los enzimas que aparecen en
la fraccidn soluble obtenida con cada medio, podrian ser debi-
das a efectos variables que sobre cada enzima ejerzan cadauno
de los medios usados; podrian provocar éstos la activacién, o .
la inhibicidn de los enzimas considerados, pero cabe conside -
rar, también, la diferente capacidad de extraccidn de los en-
zimas durante la homogeneizacidén del tejido cerebral de rata.
Esta dltima sugerencia puede apoyarse, en primer lugar, en que
las cantidades de enzima extraidas con cada uno de los cuatro
medios son muy diferentes y, en segundo lugar, en que la mayor
actividad dé'un enzima en la fracciénnsoluble obtenida en un
medio deterﬁinado no.es paralela, necesafiamente, con la del
resto de los enzimas extraidos ni con la de proteina (Tabla
XXXVIII).

La cantidad de fraccidén microsomal que se separa con cada
uno de los cuatro medios es muy distinta. La cantidad de mi -
crosomas mayor y paralelamente de las actividades enzimdticas
ligadas a ellos, se obtuvo con el medio D de dimetilsulféxido
(cte. dieléctrica 74), seguida de las obtenidas con el medio

C de etilenglicol (cte. dieléctrica 68), con el medio A (cte.
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dieléctrica 78) y con el medio B de urea (cte. dieléctrica
82). Las diferencias observadas no pueden ser debidas, exclu-
sivamente, a la variacidn de la constante dieléctrica del me-
dio, ya que el orden es distinto; los rendimientos de sepa -
‘racién no son paralelos con el de los valores de aquéllas.
Tampoco se puede explicar la diferencia en los resultados,
exclusivamente, por la distinta densidad o viscosidad de los
medios en que se ha efectuado la homogeneizacidén. Puede suge-
rirse que al aumentar la densidad del medio, el sobrenadante
post - mitocondrial es mds rico en MC (por ser menos abundan-
te la precipitacidn que se efectud a 12.500x g, 30 min en la
forma habitual  -véase 4.3-); no obstante, la diferencia de
densidad en los cuatro medios es minima (entre 1,0320 del
medio E y 1,0740 del medio D). As{ pues, el mayor rendimien-
to cuantitativo que se obtuvo con el medio D con dimetilsul-
féxido (DMSO) puede ser consecuencia de las acciones concer =
tadas que se han comentado anteriormente y de un efecto espe-
c{fico, del DMSO, distinto al de los demds medios y que se
discutird posteriormente. La proporcidén de dcidos nucleicos.
que aparece en el sobrenadante tras el tratamiento con deso -
xicolato, fue menor (2 %) cuando se obtuvieron los microsomas
en el medio D (con DMSO), la proporcidén, varia con el medio
de homogeneizacidén empleado y aumenta (D, C, A y E).en elmis-
mo orden en que disminuye la cantidad de microsomas separados

(Tabla XXXVIII).
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Dedoalel OBTENCION DE MICROSOMAS EN MEDIOS DE
DIFERENTE CONTENIDO EN DIMETILSULFOXIDO

La separacidén de la fraccidn microsomal en medios que con-
tienen DMSO proporcionan rendimientos mds elevados. Se ha
tratado de comprobar aquil si la presencia de dimetilsulfdxi-
do (DMSO) induce alteraciones permanentes en los componentes
de la fraccidn particulada. Para ello se llevaron a cabo los

experimentos que a continuacidn se describen.

5¢4e1e3.1 Efecto_de la variacidén de la concentracidn

de DMSO en la separacién de microsomas

Se partié de cinco fracciones de tejido cerebral de 5 g ca—
da una. Cada fraccidn se homogeneizd con los medios que se

describen a continuacidn :
D1: Tris (50 mM) —ED-TA(lmM)-HCl de pH 7,4
D2:100 ml de D1 + 25 ml de DMSO, pH 7,4
D3:100 ml de D1 + 50 ml de DMSO, pH 7,4
D 4:100 ml de D1 + 75 ml de DMSO, pH 7,4

D 5:100 ml de D1 + 100 ml de DMSO, pH 7,4

La homogeneizacidén y la posterior obtencidén de los microso-

mas se efectud a 0-4 2oC por el método habitual (véase 4.3).

Las cinco fracciones microsomales se lavaron tres veces con
el medio A y se suspendieron, después, con 20 ml de desoxico-
lato 0,075 % (p/v) en A. En los sobrenadantes obtenidos tras
los tratamientos respectivos con el detergente, y en las cin-
co fracciones solubles obtenidas (previa filtracidén en gel.de

Sephadex G -25 equilibrado con A), se determinaron las activi-

- Ix

% R
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dades de los enzimas LDH y GAH. Se midid la absorcidn a 260
y a 280 nm de las cinco suspensiones de microsomas en el
tercer lavado con el medio A, y en la suspensidén posteriorde

los microsomas en desoxicolato 0,075 % (p/v) en A.

En las cinco distintas fracciones solubles obtenidas, se
pone de manifiesto que la actividad LDH fue disminuyendo al
aumentar la concentracidén de DMSO; la actividad GAH también
disminuyd al aumentar la concentracidén de DMSO pero en menor

medida que la LDH (Tabla XXXIX).

Los valores de la figura 17 demuestran qﬁe la cantidad de
microsomas obtenidos aumentd con la concentracidn de DMSO .
Las actividades IDH y GAH liberadas de los microsomas, la ab-
sorbancia a 280 nm de tales microsomas y su peso humedo,
aumentan al elevar la concentracidén de DMSO. Al representar
tales valores frente a la concentracidén de DMSO, se observa,
en todos los casos, que la dependencia no es lineal conres-—
pecto a la concentracidén de DMSO (Figura 17), sino que el
aumento de las actividades liberadas asi como la cantidad de

microsomas obtenidos es '"quasi" exponenecial.

La dependencia que se observa éntre ia concentracidn de
DMSO y el rendimiento en la obtencidén de la fraccidn microso-
mal ponen de relieve la existencia de interacciones .entre el
DMSO y las particulas, cuya naturaleza es, por el momento, -
descbnocida; igualmente, se desconoce si las interacciones

entre el DMSO y~las membranas es reversible.

- ¥ %—
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SededasIel Reversibilidad de la accidn del DMSO en la

A fin de establecer si las interacciones del DMSO sobre la
fraccién de microsomas son reversibles, se han efectuado diver-

sos experimentos.

Se partid de tres muestras de 6, 6 y 12 g de tejido cere -
bral. La primera se homogeneizd con 36 ml del medio A habi -
tual; la segunda se homogeneizd con.36 ml del medio A habi -
tual y la tercera se homogeneizd con 72 ml del medio D5 des-
crito anteriormente (véase 5.4.1.3.1). Al primer homogeneiza-
do se le afiadieron 36 ml de D5 y se obtuvo el homogeneizado
denomiﬁado A+ D. Al segundo homogeneizado se le afiadieron 36
ml de DMSO y se obtuvo en conjunto, un medio similar al D5 ;
se le asigné la denominacidén de medio A + DMSO. Del tercer ho-
mogeneizado se hicieron dos alicuotas; a la primera se le
afiadieron 36 ml de A y se obtuvo la porcidn denominada D+ A;
a la segunda se afiadieron 36 ml de D5 y se obtuvo la porcidn
denominada D+ D. La adicidén de los homogeneizados se efectud
a 0- 49 gota a gota y con agitacidn continua. El esquema

de las operaciones descritas aparece en la figura 18.

A partir de las cuatro suspensiones, se obtuvieron las cua-
tro fracciones microsomales correspondientes por el método
habitual (véase 4.3). Las distintas fracciones microsomales
se lavaron tres veces en el.medio A y finalmente se trataron
con 20 ml de desoxicolato 0,075 % (p/v) en A. Se determina -
ron las actividades de los enzimas, LDH, MDH, ADA, GAH y PNP
en las cuatro fracciones solubles (previa filtracidn en gel de
Sephadex G - 25 equilibrado con A) y en los cuatro sobrenadan-
tes obtenidos tras el tratamiento con . el detergente. Los re-
sultados obtenidos se compararon con los que se obtvvieron en

los experimentos habituales de aislamiento de microsomas ya
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12 g cerebro 6 g cerebro 6 g cerebro
HOMOGENEIZACION HOMOGENEIZACION HOMOGENEIZACION
72 ml de D5 36 ml de A 36 ml de A
j;ﬁ}icuotas < 36 ml DMSO 1+ 36 ml D5
+36ml A 6 ml D
J#3 3 Z /' Q/
J/ J/ Medio A + DMSO Medio A+D

Medio D+A Medio D4D

FIGUR# 18, — ESQUEMA DE OBTENCION DE HOMOGENEIZADOS EN EL
EXPERIMENTO EFECTUADO PARA DEMOSTRAR LA REVERSIBILIDAD DEL
EFECTO CAUSADO POR EL DMSO EN LA OBTENCION DE MICROSOMAS
(Véase 5.4.1.3.2)

descritos (véase 5.2.5 y tablas XIII-XVI) y se muestran en
las tablas XL y XLI.

Los resultados indican que la accidn ejercida por el DMSO
es parcialmente reversible. Asi, cuando al homogeneizado pre-
parado con v ml de A se le afiaden v ml del medio D5 o v ml
de DMSO, aumenta la cantidad de microsomas que se separan y
paralelamente la cantidad de actividades enzimdticas (por g
de tejido) liberadas de ellos, si se comparan con los valo-
res obtenidos habitualmente tras una homogeneizacidn con A.
No obstante, en ninguno de los dos casos comentados, se se-—
para la céntidad de microsomas, ni se libera la actividad de
los enzimas asociada.a los mismos, que tiene lugar al homo -
geneizaﬁ el tejido cerebral con el medio D5 . Reciprocamente,
cuando al homogeneizado efectuado con v ml del medio D5 sele
afiaden v ml de A, la -"cantidad de microsomas separados y las

actividades enzimdticas asociadas son menores que cuando .el
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homogeneizado se prepara en el medio D5 . A pesar de la dis-—
minucidén observada, las cantidades obtenidas (microsomas y
actividades enzimdticas asociadas) son superiores, comparati-
vamente, a las que se obtienen cuando se usa el medio A. Por
tanto, con el medio A se obtienen, comparativamente, menof
cantidad de microsomas que con el medio D5, con el que la
cantidad es muy superior. Después de homogeneizar con A (o
con D5), si varia la composicidn del medio, para que sea

mds parecido a D5 (o a A) no se obtuvieron nunca una cantidad
de microsomas, tan elevada (o tan pequefia), como las que se

obtuvieron con D5 (o con A).

Asi pues, parece que el DMSO, ademds de ejercer su accidn
cuando se afiade a un homogeneizado ya obtenido, la ejerce
también, de forma mds efectiva,durante el proceso de homoge-

neizacidn.

En la tabla XL se demuestra que las actividades enzimdti -
cas que aparecen en la fraccidn soluble no varian, substan-
cialmente, al variar el medio de homogeneizacidén utilizado .
Si bien hay una ligera disminucidn de la actividad de todos
los enzimas al aumeﬁtar la cantidad de DHMSO usada, la LDH
es la que muestra una disminucién mds acusada. La LDHy la MDH
se liberan, comparativamente, en mayor cantidad que el res -
to de los enzimas de los microsomas separados en presencia
de concentraciones crecientes de DMSO, Este fendmeno no es
fdcilmente explicable aunque hay que destacar el hecho de
que las formas enzimdticas de LDH y de MDH, que se liberan
de los microsomas separados de medios que contienen DMSO,
son las mismas y en proporcidén andloga a.las que “se liberan
de los microsomas separados en ‘el medio A habitual (Véase
5e4e2.3.8).
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5edeleit COMPARACION DE LOS MICROSOMAS SEPARADOS
CON Y SIN DMSO

Para establecer si los microsomas aislados en ausencia
de DMSO difieren de los que se separan cuando el medio de ho-
mogeneizacidn contiene el reactivo, se analizd de forma com-
parativa la presencia de enzimas marcadores de orgdnulos
subcelulares en los microsomas separados por ambos procedi -

mientos.

5.4.1.4.1 Enzimas marcadores de orgdnulos

Se homogeneizaron dos porciones, de 4 y 9 g de tejido cere-
bral, respectivamente, con 25 ml del medio D5 y con 55 mldel
medio A. La separacién de la fraccibdn microsomal se llevd a
cabo de .1a manera habitual (véase 4.3). Las.dos fracciones mi-
crosomales obtenidas se lavaron tres veces con el medio A y
posteriormente se trataron con 20 ml de tritdén X -100, 0,1%
(v/v) en A, por espacio de 90 min y con agitacién continua. En
los dos sobrenadantes, tras separacién de los microsomas tra-
tados con el detergente, y en las dos fracciones solubles
(filtradas a través de gel de Sephadex G -25 equilibrado con
A) se determinaron las actividades LDH, MDH, glutamato deshi-
drogenasa (GDH), catalasa, NADPH - citocromo ¢ reductasa, fos-
fatasa dcida, glucosa-—G-—fosfatasa.y' tiamin pirofosfatasa.
Para determinar la actividad 5°N se realizd un experimento
andlogo omitiendo la presencia del EDTA en las disoluciones
que se usaron. Los resultados promedio obtenidos en dos expe-

rimentos andlogos se muestran en las tablas XLIT y XLIIT.

Las actividades de los enzimas marcadores presentes en la

fracecidn soluble indican que éstas son bastante independien -
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ACTIVIDADES DE LOS ENZIMAS MARCADORES DE ORGANULOS SUBCELU-
LARES EN LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA ATISLADA

CON O SIN DMSO

Enzima Fcat/g cerebro

MEDIO A MEDIO D 5
GDH 0,0054%0,0007 0,008 ¥ 0,002
Catalasa 0,99 +0,04 0,95 %0,01

NADPH-cit c¢ reductasa
Fosfatasa dcida
Glucosa - 6 — fosfa-
tasa (a)

Tiamin pirofosfata-

0,0003 £ 0,0001
0,009 £ 0,001 "

0,057+ 0,005

0,0003 £ 0,0001
0,009 0,001

0,028 £ 0,004

sa (a) - -
5'N (b) 0,0007 ¥ 0,0001 0,0008 % 0,0002
Proteina _

Los cerebros se homogeneizaron alternativamente en el medio
A, exento de DMSO, y en el medio D5, con DMSO 50% (v/v)(véa-
se 5.4.1.3.1). Las respectivas fracciones solubles se obtu-
vieron segin el método habitual (véase 4.3). La determinacién
de las actividades enzimdticas se efectudé después- de filtrar
las disoluciones en gel Sephadex G - 25 equilibrado con A. Los
resultados se expresan en Pcat/g tejido; son el promedio de
dos experimentos andlogos.

(a) Las actividades glucosa - 6 - fosfatasa y tiamin pirofos-
fatasa son poco significativas debido a la poca sensibilidad
del método y a la baja actividad de estos enzimas en cerebro.

(b) Cuando se determind la actividad 5°N, se repitid el ex-
perimento omitiendo el EDTA de los medios utilizados.
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TABLA XLITT

ACTIVIDADES DE LOS ENZIMAS MARCADORES DE ORGANULOS SUBCELU-
LARES LIBERADAS DE LA FRACCION MICROSOMAL ATISTLADA CON O
SIN DMSO

Enzima Pcat/g cerebro

MEDIO A MEDIO D 5
GDH 0,00023 £ 0,00005 0,0007 % 0,0002
Catalasa 0 0 )
NADPH-cit ¢ reductasa 0,00053%0,00005 0,0013%0,0001
Fosfatasa dcida 0,00058 * 0,00003 0,0023 £0,0002
Glucosa-6-fosfata- . ' _
sa (a) 0,0063 *0,0003 0,024 *0,003
Tiamin pirofosfa- ' |
tasa (a) 0,00040 *0,00005  0,0015 % 0,0004
5°N (b) 0,00038 £0,00004  0,00109 ¥ 0,00008
LDH 0,026 0,002 0,10 0,01
MDH 0,036£0,003 0,16+ 0,01
Proteina
mg/g cerebro .0,949 3,864

Los cerebros se homogeneizaron alternativamente en el medio
A, exento de DMSO, y en el medio D5, con DMSO 50 % (v/v)(véa-
se 5.4.1.3.1). Las respectivas fracciones microsomales se se-
pararon segin el método habitual (véase 4.3). Los microsomas
se lavaron tres veces sucesivas con el medio A y, a continua-
cién, con tritdén X-100, 0,1 % en el medio A. Ias actividades
enzimdticas y el contenido en proteina se determinaron enlos
sobrenadantes después del tratamiento con el detergente. Los
resultados se expresan en Pcat/g, corresponden al promedio de
dos experimentos andlogos.

(a) Las actividades glucosa - 6 - fosfatasa y tiamin pirofos-
fatasa son poco significativas debido a la poca sensibilidad
del método y a la baja actividad de estos enzimas en cerebro.

(b) Cuando se determind la actividad 5°N se hizo en la sus-
pensidn de microsomas y omitiendo .el EDTA de los medios uti -
lizados.
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tes del medio de homogeneizacidn usado, ya que no variaron

substancialmente de un medio al otro (Tabla XLII).

La cantidad de microsomas aislados al homogeneizar el teji-
do en el medio D5 es mayor y se observa un incremento parale-
lo de las actividades de los enzimas marcadores liberados en
comparacién con los microsomas procedentes de la hombgéneiza-

cidn del tejido en el medio A.

Aungue hay ligeras diferencias, al comparar las actividades
liberadas de los microsomas que se obtienen en uno y otro me-
dio de homogeneizacidn, no se observa una variacidnsignificati-
va de unos enzimas con respecto a otros. Se puede concluir
que, el aumento cuantitativo de la fraccidén microsomal obteni-
da al homogeneizar en tejido en el medio D5, en principio, no
se debe a que aquella fraccidn contenga preferentemente algin

tipo concreto de orgdnulo subcelular.

5¢4.2 PROPIEDADES FISICAS D5 IOS MICROSOMAS

Con objeto de conseguir el subfraccionamiento de los micro-
somas obtenidos por homogeneizacidén del tejido cerebral de
rata en medios que contengan o no DMSO, se sometieron los
microsomas a tres técnicas de separacidn distintas : la cen-
trifugacidn isopicnica, el enfoque isoeléctrico y la filtra -
cidén en gel. Las caracteristicas estructurales de los micro-
somas se observaron con ayuda del microscopio electrdnico
(ME).
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Debde2.1 DENSIDAD DE FLOTACION. ULTRACENTRIFUGACION
ISOPICNICA EN PERCOLL

Para comprobar la homogeneidad o heterogeneidad de los micro-
somas de cerebrd de rata encuanto a su densidad de flotacidn,
se sometieron a experimentos de centrifugacidn isopicnica

en "Percoll".

5e4e2e10sl Ultracentrifugacién isopicnica de residuos

e T
o e o o e S S e S S e S R S S S S S S S S B S S S, S i S S S S S_— —

Los experimentos previos demostraron que el tampdn tris o
el EDTA incorporados al medio A, provocan la aparicidn de una
interfase en el tubo de centrifuga, andloga a la que aparece
cuando los tubos de centrifuga no estdn bien equilibrados
(H. Shayn -Pharmacia Fine Chemicals-~ Comunicacidn personal).
Debido a ello, se prescindid sistemdticamente del tampdn tris
y del EDTA y se trabajé con sacarosa 0,28 M al efectuar las
centrifugaciones isopicnicas. También se establecid que la
concentracidn de Percoll mds adecuada en estos experimentos
es del 10 %, preparada a partir de la disolucidn stock de

Percoll suministrada por Pharmacia Fine Chemicels.

Se obtuvieron las fracciones microsomales correspondientes
g 9 g de cerebro homogeneizados en ausencia de DMSO (100 ml
del medio B) y a 4 g de cerebro homogeneizados en presencia
de DMSO (40 ml de DMSO 50% (v/v) en el medio B, ajustado a
pH 7,4). Los microsomas asi obtenidos se sometieron a dos la-
vados sucesivos con 40 ml de sacarosa 0,28 M. Los residuos de
ambos tipos de MC, una vez lavados, se suspendieron en 50 ml
de sacarosa 0,28 M. Se tomaron 45,5 ml de la suspensidén y se

les afiadié 4,5 ml de Percoll. Paralelamente se confeccionaron
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dos blancos idénticos, por mezcla de 45,5 ml de sacarosa 0,28
My 4,5 ml de Percoll. Las cuatro disoluciones se pusieron en
tubos de ultracentrifuga correspondientes al rotor 35 FA y se

centrifugaron a 25.000 r.p.m.y 1 h.

Los resultados fueron andlogos para los microsomas separados
por los dos procedimientos; se obtuvo una Unica banda,-ancha,
que corresponde a tales orgdnulos. La banda se extendid entre
0,9y 1,2 cm del menisco, cuando los microsomas se obtuvieron
en ausencia de DMSO, y entre 0,7 y 1,4 cm del menisco para

los microsomas separados en presencia de L DMSO.

La elucidn de todas las disoluciones sometidas a centrifu -
gacidn se Qfectud en 23 tubos de 2,2 ml en los que se deter-
minaron las actividades LDH y 5°N y la absorcién a 280 nm. En
los controles se determindé el indice de refraccidn asi como
la absorcidn a 280 nm. Se determind la absorcidén a 280 nm de
los controles, ya que el Percoll absorbe a esta longitud de
ondas a fin de restar la absorcidn debida al Percoll para
determinar el perfil de absorcidén de los microsomas. Los re -
sultados se muestran en las figuras 19 y 20. En ellas se pone
de manifiesto la analogia entre las dos.fracciones microsoma-
les; también se demuestra que los microsomas se agrupan en
una unica, aunque amplia, zona del tubo. En experimentos rea-
lizados con concentraciones de Percoll del 30 % , los resul-
tados fueron similares, aunque la zona en que se agrupaﬁ los
microsomas es mds reducida. La mayor actividad 5°N coincide
con la banda de microsomas, mientras que aunque existe un pi-
co de actividad LDH coincidente con la banda de microsomas,
hay una elevada actividad LDH préxima al fondo de los tubos de
centrifuga. Este fendmeno se debe, muy probablemente, a la
existencia de fragmentos de membrana, de mayor densidad que el
resto de microsomas, -procedentes de ruptura de vesiculas y

a los cuales pueda'hallarse unida la ‘LDH. E1 hecho guardaria
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seme janza con lo observado (Ferndndez-Santos 1978) al separar
la fraccidén mitocondrial cruda en medio de sacarosa 0,25 M,
cuyos orgdnulos liberan LDH al ser tratados por medios de
fuerza idnica creciente (hasta NaCl 0,15 M). Debe tenerse pra-
sente, ademds, que cuando las vesiculas microsomales se tra -
tan con desoxicolato, la liberacidén de LDH es muy considera-
ble (véase 5.2.5).

5e402¢142 Ultracentrifugacién isopicnica de los micro-

e e e e e e et

mitocondrgales

A fin de comprobar si el lavado de los microsomas provoca
variaciones en su densidad de flotacidn, se efectud un experi-
mento similar al descrito anteriormente, pero con el sobrena-
dante post—mitocoﬁdrial. Ello se pudo efectuar debido a que se
habia logrado la separacidén en un medio en que la concen-

tracidén de Percoll fue sélo del 10 % .

Se tomaron 24 g de cerebro de rata que se homogeneizaron con
sacarosa 0,28 M y se centrifugd a 12.500x g, 30 min. Se toma-
ron dos alicuotas de 45 ml del sobrenadante y se les afiadie-
ron 5 ml de Percoll a cada una, de modo que la proporcidn de
reactivo fue del 10 % . Las dos disoluciones asi preparadas y
los dos blancos (45 ml de sacarosa 0,28 M y 5 ml de Percoll)
se centrifugaron en tubos del rotor 35 FA a 25.000 r.p.m., lh.

La elucidén se efectudé en 18 tubos de 2,8 ml cada uno y se
determind la actividad 5‘N. No se determindé la actividad LDH
de los elufdos ya que no pueden observarse diferencias signi-
ficativas, dada la elevada actividad LDH en la fraccién solu—

ble que enmascara la actividad LDH ligada a los microsomas.
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En los controles se determinaron el Indice de refraccidén y

la absorcidén a 280 nm, al igual que en el experimento ante -
rior. La determinacidén de la actividad 5’N permitid identifi-
car los microsomas tal como se observa en la figura 21; los
resultados expuestds en eila son andlogos a los que aparecen
en las figuras 19 y 20. De todo ello se deduce que, si se con-
sideran las densidades dé flotacibén, los microsomas no sufren
grandes alteraciones por los lavados sucesivos con sacarosa
0,28 M. Andlogamente, puede suponerse que si los lavados se
efectuan en el medio A, los microsomas tampoco experimentardn
alteraciones apreciables; no obstante, no se ha podido demos-
trar la suposicidn, ya que el tris o el EDTA interfieren en

la centrifugacidén isopicnica.

5¢4.2.2 TAMANO DE PARTICULA. FILTRACION EN GEL DE
EXCLUSION MOLECULAR (SEPHAROSE CL 4B)

Para determinar la homogeneidad de los microsomas en cuan-—
to a su tamafio de particula, se sometieron a filtracidn en gel
de Sepharose CL 4B en una columna (2,6x 64,8 cm) de 344 ml de
volumen, aproximadamente. A esta columna, equilibrada con el
medioc correspondiente, se le aplicaron 7 ml de la suspensién

de particulas en el medio de equilibrado.

Antes de proceder a la filtracidén de las suspensiones de
particulas microsomales, se aplicaron a la columna,equilibra-
da con el medio B, 7 ml de dicho medio que contenian 2 mg/ml
de fosfato de piridoxal , 2 mg/ml de azul de dextrano y 2 mg/ml
de seroalbumina bovina., El orden de elucidn fué el siguiente:
el azul de dextrano en el ml 131, el fosfato de piridoxal en

el ml 322 y la seroalbimina bovina en una zona ancha que deno-
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t6 interacciones especificas de la proteina con el gel. Pos-
teriormente se aplicaron 7 ml del medio B conteniendo 2 mg/ml
de azul de dextrano y 2 mg/ml de ferritina; la elucidn del
azul de dextrano de produjo al recoger el ml 135 y la de la

ferritina a los 245 ml.

Después de cada suspensidn de microsomas aplicada a la colum-
na, la elucidn se 1lévé a cabo con 400 ml del medio de equili-
brado , seguidos de 400 ml del medio B que eré a la vez, 1 M
en NaCl. La elucidn con el medio de elevada fuerza idnica se
efectud para comprobar la posible retencidn de MC o de activi-

dades enzimdticas en su paso a través de la columna.

5¢4e2.2.1 Filtracidn de los residuos_microsomales lava-

e e e o e e e e e B e e e e e e o . o e e e e e o e e e e e e e s
e e e e e e .

En un primer experimento, se 1llevé a cabo la filtracidén del
residuo de microsomas laveados dos veces con el medio B, con
el que también se habia equilibrado la columna. La suspensién
de microsomas apliceda,. diluida 1 :: 50 en el medio B, mostra -
ba una absorcidén a 280 nm de 0,234 A, y contuvo 0,047 U/ml de
5°N. '

El pico de microsomas eluyd en el volumen de 135 ml, o sea,
cercanb al de elucidn del azul de dextrano; de hecho, la elu-
cidn de los microsomas comienza entre 2 y 3 ml antes del volu-

men de elucidn del azul de dextrano (figura 22 a).

En las fracciones de 4,3 ml recogidas, se determinaron las
actividades LDE, MDH y 5’N y las absorciones a 280 nm (Figura
22).
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En los resultaﬁos que se muestran en la figura 22 a se reve-
la que los microsomas eluyen en un pico que coincide con los
picos de actividad ILDH, MDH y 5‘N. Si la filtracidn se efec -
tda con la columna equilibrada en el medio A y los microsomas
suspendidos en el medio A, los resultados son similares a los
de la figura 22, aunque debido a la presencia de EDTA no se
puede determinar la actividad 5°N. En estas condiciones, el

volumen de elucidn de los microsomas es de 135 ml.

Los resultados de la figura 22 a demuestran,  también, que
la unidn de los enzimas LDH y MDH a las membranas microsoma -
les, no es una consecuencia del método de separacidn, ya que
las actividades enzimdticas LDH y MDH no ligadas & los micro-
somas se eluyen a volumenes comprendidos entre 250 y 300 ml,
mientras que en el volumen de elucidén de los microsomas (en -
tre 125 y 150 ml) eluyen las actividades LDH y MDH ligadas a
ellos. La 5°N no muestra un comportamiento paralelo al de LDH
y MDH; la diferencia observada se basa en que la actividad
5’N que se libera al tratar los microsomas con medios que no
contienen tensoactivos es muy reducida. Por esta razdén, no fue
posible determinar la pequefia actividad 5°N que existe, proba-
blemente, en el volumen de elucidn y que corresponde al enzi-

ma solubilizado de las membranas microsomales.

En la figura 22 b, se muestran las actividades ﬁDH y MDH
que se ponen de manifiesto por elucién con el medio B conte-
niendo NaCl 1M. Los resultados parecen indicar que ambos en-
zimas interaccionan con el soporte y quedan retenidos en la
columna cuando se “efectia la elucidn con el medio B. Otra
posibilidad es que los enzimas mencionados se hallen en los
microsomaé que interaccionan con el soporte y permanecen re-
tenidos en el interior de la columna. En este dltimo supues-—
to, el NaCl 1M liberarfa las actividades LDH y MDH, pero los

microsomas quedarian retenidos.
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Después de efectuar la elucidén con el medio B, que contie-
ne NaCl 1M, al practicar una elucidn posterior con cloruro
de guanidinio 4 M no se libera ninguna cantidad apreciable
de proteina por lo que no tiene lugar la liberscidn de los

MC retenidos.

Dedele2.2 Filtracidn de los residuos microsomales

e S S i S S i il S S S . . S S S e S i i e S S S S S — — i 4 S S il S i S —
e e e e

e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e
e

Para comprobar si el volumen de elucidén de los microsomas
era consecuencia de un retraso, debido a posibles interaccio-
nes electrostdticas con el soporte, se experimentd con el gel

equilibrado en el medio B que contiene NaCl 0,15 M.

Los microsomas, lavados dos veces con el medio B, se suspen-
dieron en el medio B conteniendo NaCl 0,15 M, para su aplica-
cidén a la columna. La absorcidén a 280 nm de la aplicacidn de
microsomas, diluida 1:: 25 en el medio B, fue de 0,311 A , ¥
contenfa 0,034 U/ml de 5°N.

El pico de microsomas eluyd en el volumen de 136 ml, andlogo
al volumen de elucibén de los microsomas aplicados a la colum-

na equilibrada en el medio B.

Las actividades enzimdticas LDH, MDH y 5'N se determinaron
en las fracciones de 4,3 ml recogidas, as{ como también las .

absorciones a 280 nm,

Los resultados obtenidos (figura 23) son andlogos a los de
la figura 22 y muestran picos de actividad LTCH, MDH y 5N
coincidentes con -el pico de microsomas (Figura 23 a). También
se pone de manifiesto que las interacciones de los enzimas

LDH y MDH con los microsomas no son idnicas ya que, si fuese
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asi, se liberarian por completo al pasar las pgrticulas por
la columna equilibrada con el medio B conteniendo NaCl 0,15 M
y toda la actividad .LDH y MDH apareceria en el volumen de
eluciébn cérrespondiente a los enzimas libres, mientras que no
se detectarian las actividades mencionadas en el pico de los
microsomas (Figura 23 a). A fin de confirmar esta suposicidn
se determinaron los valores de actividad LDH y MDH de la sus-
pensidén de microsomas aplicada a la columna, asi como los de
las fracciones eluidas entre el ml 125 y el ml 154, reunidas
(Tabla XLIV).

Parte de las actividades LDH y MDH de la aplicacidn de micro-
somas a la columna se han liberado de las membranas microsoma-
les (Tabla XLIV) y deben ser las que se eluyen a volumenes al-
tos (Figura 23 a). Por otra parte, en los elufdos reunidos,
parte de las actividades LDH y MDH que se detectan se han 1li-
berado de las membranas , aungue esta liberacidn es posterior
a su elucidn ya que si no fuese asi, hubieran eluido a vold -
menes mds elevados. La liberacidn observada, puede ser debida
a un efecto de descomposicidn de los microsomas elufdos o a
que, al estar los microsomas mds dilufdos (de 7 ml de aplica-
cidn, s€ recogen 29 ml en los elufdos) la liberacidn es mds
favorable. La liberacidn de la actividad LDH y MDH no es com-
pleta ya que los microsomas elufdos y separados por centrifu-

gacidén, siguen mostrando ambas actividades.

Las actividades LDH y MDH que se ponen de manifiesto por
elucidén en el medio B conteniendo NaCl 1 M (Figura 23 b) pa-
recen confirmar las mismas hipétesis formuladas en el aparta-

do anterior (véase 5.4.2.2.1).
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TABLA XLIV

ACTIVIDADES LDH Y MDH EN LA APLICACION DE MICROSOMAS Y EN
LOS ELUIDOS DE UNA COLUMNA DE SEPHAROSE CL 4B |

LDH(ncat/ml) MDH(ncat/ml)
Aplicacidén de MC 1,61 (100) 5,57 (100)
Sobrenadante de
la aplicacidn de MC 0,63 (39) 3,40 (61)
Reunién de elufdos 0,68 (100) 1,32 (100)
Sobrenadante de la
reunién de elufdos 0,44 (65) 1,03 (78)

Las actividades enzimdticas LDH y MDH se determinaron en la
suspensibén de MC que se aplicd a la columna de Sepharose CL
4B (2,6x 64,8 am) y en los eluidos reunidos. En ambas diso-
luciones 'se determinaron las actividades, tanto en la.suspen-
sién como en el sobrenadante que quedd después de separar los
microsomas por ultracentrifugacidén (105.000 x g, 90 min, rotor
35 FA, 4°C). Los valores se expresan en ncat/ml y entre pa-
réntesis se expresan los resultados comparativos, asignando

el valor 100 a las actividades de las suspensiones.

5edels24a3 Filtracién de residuos microsomales lavados

e T e S e e e e S . S e e . . S T o . e . S T T T — — T———

Con objeto de establecer el efecto que sobre los microsomas
ejercen los lavados con medios de fuerza idnica elevada, se

sometié a aquellos a dos lavados con el medio B® conteniendo
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NaCl 1Mantes de su aplicacién a la columna equilibrada con

el medio B.

Los microsomas lavados dos veces, como se ha indicado, se
suspendieron en el medio B. La absorcidén a 280 nm de la sus -
pensidén de microsomas, diluida 1 :: 25 en el medio B, fue de

0,342 y contuvo 0,035 U/ml de 5°’N.

Las actividades enzimdticas LDH, MDH y 5°N se determinaron
en las fracciones de 4,3 ml recogidas, asi como también las

absorciones a 280 nm.

Coincidiendo con el volumen de elucidén de los microsomas en
los dos experimentos anteriores (Figuras 22 a y 23 a) se evi -
dencié un pequefio pico de proteina, al que estuvieron asocia-
das pequefias cantidades de actividad LDH, MDH 'y 5°‘N (Figura
24 a). Los resultados muestran , de forma inequivoca, que los

microsomas quedan retenidos en el interior de la columna.

Los microsomas retenidos no se liberan por elucidn con el
medio B que contiene NaCl 1M (Figura 24 b). La elucidn poste-
rior con cloruro de guanidinio 4 M no libera, tampoco, canti-
dades dé proteina apreciables que hagan suponer gque se libe-
ran los microsomas retenidos. Ello sugiere que el NaCl, cuan-
do actda en concentraciones elevadas, modifica a los microso-
mas de tal manera que sufren interacciones fuertes con el so-
porte, probablemente de tipo hidrofébico. Ademds, cuando los
microsomas quedan retenidos, el fendmeno no es reversible.
Ello conduce a sugerir que, la liberacidn de las actividades
LDH y MDH por elucidn, observada en experimentos anteriores,
con el medio B conteniendo NaCl 1M, pueda provenir de microso-
mas retenidos en la columna, tal y como se habia supuesto an-

teriormente (véase 5.4.2.2.1).
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5e4e2.2.4 Filtracidn de_los_microsomas_separados_en

———— . o S e e e e e i S B e it i i i e i i i S e . M e S ot S S
ettt — ]

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i e e e e e e e e S e
e e e ———]

A fin de comparar el volumen de elucidn de los microsomas
obtenidos en auéencia de DMSO con el de los microsomas obteni-
dos en presencia de DMSO, se filtraron éstos a través de gel
de Sepharose CL 4B, equilibrado con el medio B y en las mis -

mas condiciones descritas en los apartados anteriores.

También se sometierona.filtracidn a través de Sepharose CL
4B los microsomas aislados en presencia de DMSO que se habian
lavado dos veces con desoxicolato 0,075 % (p/v) en el medio B.
Como el tratamiento con desoxicolato origina una disminucidn
de la cantidad de microsomas que se'separan, se prefiridé em-
plear los microsomas obtenidos en presencia de DMSO ya que

el rendimiento es mayor.

De los microsomas obtenidos en presencia de DMSO 50 % (v/v)
‘en el medio B, se tomaron dos alicuotas. Una de ellas se lavd
dos veces con el medio B y se resuspendid en el medio B antes
de ser aplicada a la columna. La otra, después de lavada con
el medio B, se tratd dos veces sucesivas con desoxicolato |
0,075 % (p/v) en el medio B y el residuo, separado por ultra-
céntrifugacién, se conservé congelado a -20 °C., Antes de ser
aplicado a la columna se descongeld y se resuspendid en el

medio B.

5edele2edel Filtracién de los microsomas (DMSO), previa-

mente lavados, en eluyentes de baja fuerza

idnica

La primera de las porciones mencionadas en el apartado ante-
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rior, lavada dos veces con el medio B, se resuspendid en el
medio B y se aplicéd a la columna equilibrada en el mismo me-
dio. La absorcidén a 280 nm de la aplicacidén de microsomas, di-
luida 1 :: 50 en el medio B, fue de 0,410 A y contuvo 0,069
U/ml de 5°N.

El pico de microsomas eluyd en el volumen de 138 ml, andlo-
go al volumen de elucidn de los microsomas obtenidos en ausen-
cia de DMSO. En las fracciones de 4,3 ml recogidas, se deter-

minaron las actividades IDH y 5°N y las absorbancias a 280 nm.

Los resultados, que aparecen en la figura 25, son andlogos
a los obtenidos en experimentos anteriores con los microsomas
separados en ausencia de DMSO (Figuras 22.a y 23 a). Hay pi-
cos de actividad LDH y 5°N que coinciden con el pico de micro-

somas.

No obstaﬁte, parece que se produce una retencidn de microso-
mas en el interior de la columna que es superior a la que ocu-
rre al trabajar con los microsomaé separados en ausencia de
DVMSO. Ello se pone de manifiesto al comparar la absorbancisa
a 280 nm y la actividad 5’N de los microsomas aplicados en
uno y otro caso, y el pico de microsomas elufdos (Figuras?22a
¥y 25). Esta retencién que, en cualquier caso, no es tan acusa-
da como cuando se somete a los microsomas a lavados con con-
centraciones elevadas de NaCl (véase 5.4.2.2.3), puede ser
debido a que el DMSO ejerza en los microsomas efectos simila-

res al NaCl (1 M) si bien no de forma tan acusada.

La elucidén con el medio B conteniendo NaCl 1M tampoco provo-
cé en esta ocasidn una liberacidn apreciable de proteina co -
rrespondiente a los microsomas retenidos. Ello es un nuevo in-
dicio de que la retencidn de las particulas no es reversible

en las condiciones experimentales descritas.
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5e4.2.2.4.2 Filtracidn de los microsomas (DMSO), previa-

mente tratados con desoxicolato (0,075 %),

en _eluyentes de baja fuerza idnica

Después de descongelar, la segunda porcidén de los microso-
mas separados en presencia de DMSO y que fue sometida a aos
tratamientos sucesivos con desoxicolato 0,075% (p/v) en B
(véase 5.4.2.2.4), se resuspendid en el medio B y se aplicé
a la columna equilibrada en el mismo medio. La absorcidén a
280 nm de la aplicacidén de microsomas, diluida 1:: 25 en el
medio B, fue de 0,430 A y contuvo 0,060 U/ml de 5°‘N.

El pico de microsomas se eluyd en el volumen de 138 ml, and-
logo al volumen de elucidén de los microsomas en experimentos

anteriores.

En las fracciones de 443 ml recogidas, se determinaron las
actividades LDH, MDH y 5°’N, as{ como las absorbancias a 280

nm,

Los resultados presentados en la figura 26 ., son andlogos a
los obtenidos con los microsomas lavados con medios de baja
fuerza idénica. También, ahora, aparecen picos de actividad

ILDH, MDH y 5°N que coinciden con el pico de microsomas.

Al comparar los picos de los microsomas obtenidos en este
experimento (Figura 26) y en el experimento anterior (Figura
25) se demuestra que aunque en éste la aplicacidn en cuanto
a absorcidén a 280 nm y a actividad 5°N fue menor, la elucidn,
en cuanto a absorcidén a 280 nm y a actividad 5°N fue mayor.
Ello indica que la retencidén de los microsomas en la columna
es menor, quizds debido a que el efecto del DMSO ha quedado

contrarrestado por la accidén del tensoactivo.

Los elevados picos de actividad LDH y MDH que aparecen a

volumenes de elucidn mds elevados (Figura 26) pueden ser de-
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bidos a un efecto del detergente, ain cuando es posible que
la congelacidén de los MC haya podido producir una mayor li-
beracién de tales enzimas. En la tabla XLV, andloga a la ta -
bla XLIV, se confirman estos resultados ya que parte de las
actividades LDH y MDH de la aplicacidén de microsomas a la
columna se han liberado de las membranas microsomales por 1o
que deben eluir a volumenes mds elevados que los microsomas.
La confirmacién de que esta elevada liberacidn es debida a
la accidén del detergente sobre las membranas microsomales y
al efecto de la congelacidn en cuanto a la liberacidn propia-
mente dicha, requeriria efectuar estudios adicionales que se

desvian de los objetivos del presente trabajo.

Por uUltimo, hay que indicar que la elucidn con el medio B
que contiene NaCl 1M, puso de manifiesto , también, como en
todos los experimentos anteriores, la liberacidén de pequefias

cantidades de actividad LDH y MDH.

5e4e243 PROPIEDADES ELECTRICAS. ENFOQUE ISOELEC-
TRICO PREPARATIVO

A fin de establecer si los microsomas son homogéneos en
cuanto a sus propiedades eléctricas, se sometieron a un en-

foque isoeléctrico preparativo en columna.

5¢4¢2.361 Enfoque isoeléctrico _de residuos microsomales

Los microsomas que se sometieron a enfoque isoeléctrico se
obtuvieron por homogeneizacidén de 2,5 g de cerebro con 21 ml
de una disolucidn de DMSO al 50 % (v/v) en el medio B. Se es-
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TABLA XLV

ACTIVIDADES LDH Y MDH EN LA APLICACION DE MICROSOMAS TRATA-
DOS CON DESOXICOLATO Y EN ILOS ELUIDOS DE UNA COLUMNA DE
SEPHAROSE CL 4B |

LDH(ncat/ml) MDH(ncat/ml)
Aplicacidn de. MC 10,0 (100) 51,4 (100)
Sobrenadante de
la aplicacidén de MC 9,5 (95) 38,2 (74)
Reunidn de elufdos 0,43 (100) 0,46 (100)
Sobrenadante de la
reunién de elufdos 0,04 (10) 0,19 (41)

Las actividades enzimdticas LDH y MDH se determinaron en la
suspensidén de MC tratados dos veces con desoxicolato 0,075 %,
que se aplicé a la columna de Sepharose CL 4B (2,6x 64,8 cm)
y en los eluidos reunidos. En ambas disoluciones se determi-
naron las actividades, tanto en la suspensién como en el so-
brenadante que quedd después de separar los microsomas por
ultracentrifugacién (105.000x g, 90 min, rotor 35 FA, 429C).
Los valores se expresan en ncat/ml y entre paréntesis se ex-
presan los resultados comparativos, asignando el valor 100

a las actividades de las suspensiones.

cogieron los microsomas (DMSO) para efectuar el estudio debi-
do a que el rendimiento cuantitativo de la fraccidén microso -
mal es superior cuando se aisla en presencia de DMSO. E1l in-
cremento de rendimiento permitia sugerir, por otra parte, que
el subfraccionamiento de los microsomas podfia dar lugar a su

resolucidén en subfracciones heterogéneas.
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Tras someter al residuo microsomal separado, a un lavado con
el medio B, el nuevo residuo se suspendidé en sacarosa 0,28 M
El resto del experimento se realizd como se ha descrito en
métodos (véase 4.18.2).

El electroenfoque se résolvid en una Unica banda homogénea
de microsomas (figura 27). La elucidn lenta de los microsomas
(véase 4.18.2) condujo a un "pI" para los microsomas de 5,02.
En los eluldos se determinaron las actividades LDH, MDH (oxa-
lacetato y NADH) y MDH (malato y NAD), con resultados simila-
res a los que aparecen en la figura 28. Los resultados de la
figura 28 se obtuvieron al efectuar un experimento similar
al descrito , pero en el que la elucidn de los microsomas fue
mds rdpida (véase métodos 4.18.2). En este caso, el "pI" de
los microsomaé fue de 5,18. La diferencia entre los-pl de
5,02 y 5,18 puede éer'débida, en parte, & que en la elucidn
lenta hay mds posibilidad de que los microsomas enfocados ex-
perimenten un pequefio descenso debido a su propio peso; en la

elucidn rdpida este efecto es mucho mds despreciable.

No fue posible efectuar la determinacidén de la actividad 5'N
en los elufdos, ya que los anfolitos interfieren en la activi-
dad del enzima. Aunque los anfolitos son capaces de formar
comple jos con iones metdlicos, al igual que el EDTA, la inhi-
bicidn de la actividad 5’N por ambos no se debe, probablemen-
te, a la eliminacién de ningin ién, tal como se ha demostrado
con el EDTA (Malloly Bozal 1982b), sino a interacciones enzi-

ma-reactivo.

Los resultados de la figura 28 ponen de manifiesto, en pri-
mer lugar, que los microsomas liberan actividades LDH y MDH
que se desplazan hacia el cdtodo a valores de pH cercanos e
incluso superiores a 10, Para comprobar este extremo, se ha
demostrado la ausencia de actividad enzimdtica que convierte

el NADH en NAD en esa zona de pH; asimismo, se ha determinado




FIGURA 27.— ENFOQUE TSOELECTRICO PREPARATIVO DE RESIDUOS MICROSOMALES
OBTENIDOS EN PRESENCIA DE DMSO.- Los microsomas se separaron en medio
de DMSO 50 % (v/v) en B, se lavaron dos veces con B y se resuspendie-
ron en sacarosa 0,28 M. La foto se realizd a las 15 h. de comenzado el
experimento, efectuado con anfolitos de margen de pH 3-10. EL &nodo se

encuentra en la parte superior de la columna.
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la actividad MDH con malato y NAD con objeto de confirmar

que la presencia de dicha actividad no era debida a la accidn
de la LDH sobre el oxalacetato y el NADH (Busquets et al 1979).
Los elufdos que se comentan, ricos en activided LDH y MDH, se
recogieron (entre el ml 10 y el ml 16) y se filtraron en gel
de Sephadex G - 25 equilibrado con el medio B; la disolucién
que se recoge, denominada‘CAT', se empled posteriormente en
experimentos de electroforesis y de enfoque isoeléctrico ana-

1itico.

También se pone de manifiesta la coincidencia de los picos
de actividad LDH y MDH con el pico de microsomas, que estd
comprendido entre los volUmenes de elucidn de 63 y de 75 ml.
Estas actividades eﬁziméticas, no son debidaé a la superposi-
cidén del pico de. elucidén de los microsomas con otros picos co-
rrespondientes a formas moleculares de LDH o de MDH que tengan
su pl en esa zona. Ello se demostrd reuniendo los eluidos de
los microsomas (entre el ml 63 y el ml 75) y ensayando las ac-
tividades LDH y MDH antes y después de la separacidn de las
particulas por ultracentrifugacién. En la tabla XLVI se demues-
tra que al separar los microsomas de los eluidos se pierden
casi el 100 % de la actividad LDH y mds del 50 % de la activi-
dad MDH lo que prueba que, en gran medida, las actividades
IDH y MDH estdn ligadas a las membranas preseﬁtes en los elui-

dos.

El residuo de los eluidos se lavd con el medio B; el sobre-
nadante se sometid a electroforesis y el nuevo residuo se tra-
té ‘con desoxicolato 0,075 % (p/v) en B. Se determinaron las
actividades LDH, MDH, ADA, GAH y PNP en el sobrenadante del
tratamiento con el detergente. En la tabla XLVII se presentan
los resultados obtenidos y que demuestran la presencia de to-

.dos los enzimas estudiados. También se ensaydé la actividad 5N
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TABLA XLVI

ACTIVIDADES LDH Y MDH DE LOS MICROSOMAS ELUIDOS EN EL
ENFOQUE ISOELECTRICO PREPARATIVO

LDH(Pcat totales) MDH(Fcat totales)

Elufdos 0,0205 0,137

Sobrenadante de
elufdos 0,0 0,062

Las actividades enzimdticas LDH y MDH se determinaron en los
eluidos reunidos del electroenfoque preparativo en columna
(110 ml, 8100-1 de LKB), antes y después de la separacidn de
108 microsomas por ultracentrifugacidén (105.000x g, 90 min,ro-
tor 35 FA, 4 °C). Los valores se expresan en pcat totales pre-
sentes en la suspensidn de MC y en la disolucidn exenta de
ellos.

TABLA XTLVIT

ACTIVIDADES ENZIMATICAS LIBERADAS AL TRATAR CON DESOXICOLATO
EL RESIDUO DE MICROSOMAS AISLADO DE LOS ELUIDOS DEL ENFOQUE
ISOELECTRICO PREPARATIVO EN COLUMNA

Enzima peat totales en el lavado
LDH 0,017

MDH 0,100

ADA ' | 0,00021

GAH 0,00043

PNP 0,00017

5‘N 0,0000465

Los microsomas separados por ultracentrifugacidn de los
elufdos del enfoque isoeléctrico preparativo en columna (110
ml, 8100-1 de IKB), se lavaron con el medio B. El residuo
de microsomas lavados se traté con desoxicolato 0,075 % (p/v)
en el medio B, La determinacidn de actividades enzimdticas se
llevd a cabo en el sobrenadante obtenido después del trata -
miento con el detergente. Los resultados se expresan en Pcat
totales presentes en la disolucidn enzimdtica.
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en la suspensidén de microsomas en desoxicolato 0,075 % (p/v)
en B, que resultd ser de 0,00202 pcat totales. Con ello se de-
muestra que al eliminar los anfolitos, la actividad 5°N se re-
cupera, como sucedia al eliminar el EDTA; ello sugiere, de nue-
vo, que el ‘efecto del EDTA y de los anfolitos sobre el enzi-

ma sea andlogo.

Bedels a2 Caracterizacidén de las formas LDH y MDH gue

Las actividades enzimdticas LDH y MDH que se obtienen cerca
del cdtodo por el enfoque isoeléctrico se caracterizaron por
electroforesis y enfoque isoeléctrico analftico y se analizf
la presencia de formas andlogas de LDH y MDH en la fraccién

soluble obtenida tanto en presencia como en ausencia de DN30,

Bite2:3e2:1 Electroforesis

La caracterizacidén de las formas moleculares de LDHd y MDH
se 1llevd a cabo por electroforesis zonal en geles de polia -
crilamida y por comprobacidén de su posible movilidad anddica

(habitual) y catddica.

5¢442+3.2.1.a Lactato deshidrogenasa (LDH)

Las disoluciones aplicadas en las electroforesis, contuvie-

ron aproximadamente 0,004 Pcat/ml de LDH en todos los prepa-
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rados. Cuando las actividades fueron superiores, las disolu-
ciones se diluyeron convenientemente. E1l volumen de aplica -

cién no excedid nunca de los 0,3 ml.

Como ya se ha descrito, el residuo de los microsomas presen-—
tes en los elufdos del enfoque isoeléctrico, se sometid a un
lavado con el medio B y el nuevo residuo de microsomas-lavados
se tratd con desoxicolato 0,075 % (p/v) en el medio B. Los so-
brenadantes procedentes de ambos tratamientos se sometieron a
electroforesis de movilidad anédica., En la figura 29 se mues-
tran los ferogramas obtenidos que muestran la presencia de
cuatro formas moleculares de la LDH., Estos resultados coinci-
den con los- obtenidos con los sobrenadéntes de sonicacidn o
tratamiento con detergentes de los "microsomas lavados" obte -
nidos en ausencia de DMSO (véase 5.2.11.4 y figuras 9-11).
También fué sometida a electroforesis zonal de movilidad ané-
dica 1la disolucién rica en actividad LDH que se enfoca cerca
del cdtodo (véase 5.4.2.3.1l). La disolucidén se filtrd en gel
de Sephadex G - 25, equilibrado-en el medio B, y constituyd la
denominada disolucidén CAT. En el ferograma que se obtuvo, no
se puso de manifiesto la presencia de ninguna banda de acti-
vidad LDH, Por el contrario, cuando se aplicd la misma diso -
lucidén y se sometid a una electroforesis zonal de movilidad
catédica (4 mA/tubo, 1,5 h) en el ferograma correspondiente
aparecidé una banda con actividad LDH cercana al origen (Figu -
ra 30).

El sobrenadante del lavado con B del residuo microsomal se-
parado de los elufdos también se sometid a electroforesis zo-
nal de movilidad catdédica. En la figura 31 se compara el fero-
grama obtenido con esta disolucidn y con la disolucidén CAT;
en este caso, la electroforesis se 1llevé a cabo a 3 mA/tubo,

3 h. En ambos casos se observa la presencia deluna dnica ban-

da, aungue en el sobrenadante del lavado con B existe un halo



FIGURA 29.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLTACRILAMIDA DE LA
LDH LIBERADA POR LAVADO CON B O POR TRATAMIENTO POSTERIOR CON DESOXICOLATO,
DE LOS MICROSOMAS ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOELECTRICO PREPARATIVO.- Ferogra-
mas obtenidos tras revelado especifico, de la LDH liberada por lavado con B
o por tratamiento posterior con desoxicolato 0,075 % (p/v) en B de los mi-
crosomas aislados.de los eluidos del enfoque isoeléctrico preparativo co-
lumna (de izquierda a derecha en el orden mencionado).

FIGURA '30.~ ELECTROFORESIS ZONAL CAT0DICA EN GELES DE POLTACRILAMIDA DE
LA LDH DE LA DISOLUCION CAT QUE SE ENFOCA CERCA DEL CATODO EN EL ENFOQUE
ISOELECTRICO PREPARATIVO.- Ferograma ocbtenido tras revelado especifico,

de la LDH de la disolucién CAT. La elzctroforesis catddica se llevd a ca-
bo a 4 mA/gel, 1,5 h.
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detrds de la banda. No obstante, este halo desaparecid cuando
se aplicé ia mezcla de ambas disoluciones (Figura 31 b). Cuan-
do en lugar del sobrenadante del lavado con B se aplicé el so-
brenadante del tratamiento con desoxicolato los resultados

fueron andlogos.

Para comprobar si esta banda de movilidad catédica estaba
presente en la fraccidn soluble obtenida en presencia o en
ausencia de DMSO, se apliéaron lag disoluciones concentradas
de ambos tipos de fraccidn soluble obtenidos como se ha des-
crito en métodos (véase 4.3). La aplicacidn fue de 100 pl v
para ambas disoluciones, los ferogramas demostraron la pre -
sencia de una banda de actividad LDH (Figura 32). La electro-

foresis se 1llevé a cabo durante 3ha 3mA/tubo.

Los sobrenadantes procedentes de la sonicacidn de los micro-
somas separados en ausencia o en presencia de DMSO, sé some -
tieron, también, a electroforesis zonal de movilidad catddi-
ca. ~Los resultados en ambos casos fueron similares a los ob-
tenidos para el sobrenadante del lavado con B de los micro -
somas de los elufdos (Figura 31 a). No obstante, cuando la
aplicacidn consistié en la mezcla de los sobrenadantes de so-
nicacidn con las correspondientes fracciones solubles, el fe-
rograma se resolvié en una banda nitida; asi, los resultados
son similares a los obtenidos cuando se aplicd la mezcla del
sobrenadante del lavado con B de los microsomas separados de

los elufdos y de la disolucidn CAT (Figura 31 b).

Los ferogramas correspondientes a las electroforesis zona-
les con movilidad anddica de la fraccidn soluble obtenida en
presencia de DMSO y del sobrenadante de sonicacidn de los "mi-
crosomas lavados" aislados en presencia de DMSO mostraron la
presencia de cuatro bandas de actividad LDH. Estas cuatro

bandas son idénticas a las obtenidas con la fraccidn soluble



FIGURA 31 a.- ELECTROFORESIS ZONAL CATODICA EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE
LA LDH LIBERADA POR LAVADO CON B DE LOS MICROSOMAS ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOE-
LECTRICO, Y DE LA LDH DE LA DISOLUCION CAT.- Ferogramas obtenidos tras reve-
lado especifico, de la LDH liberada por lavado con B de los MC aislados de
los eluidos del enfoque isoeléctrico , y de la LDH de la disolucién CAT

(de izquierda a derecha en el orden mencionado). La electroforesis catddica
se 1levé a cabo a 3 mA/gel, 3 h.

FIGURA 31 b.- ELECTROFORESIS ZONAL CATODICA EN GELES DE POLTACRILAMIDA DE

LA LDH LIBERADA POR LAVADO CON B DE LOS MC ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOELECTRICO
Y DE LA LDH DE LA MEZCLA DE ESTE LAVADO CON LA DISOLUCION CAT.- Ferogramas
obtenidos tras revelado especifico, de la LDH liberada por lavado con B de
los MC eluidos del enfoque isoeléctrico, y de la IDH de la mezcla de este
lavado con la disolucién CAT (de izquierda a derecha en el orden mencionado).
La electroforesis catddica se llevd a cabo a 3 mA/gel, 3 h.
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separada en ausencia de DMSO y con el sobrenadante de sonica-
cidn de los "microsomas lavados" aislados en ausencia de DMSO

(Figura 9).

En conjunto, todo parece indicar que las formas moleculares
de la LDH de cerebro de rata son cinco, como habfan propuesto
Simon et al (1977) y como se puso de manifiesto en el presen-
te trabajo por electroforesis en tiras de acetato de celulo -
sa (Figura 9 b ). No obstante, en las condiciones en lasque
se efectuaron las electroforesis zonales , en este trabajo
s6lo se pusieron de manifiesto cuatro de dichas formas que te-
nian movilidad anddica; en las mismas condiciones de pH, la
quinta forma molecular se demostrd que tenia movilidad catd -
dica. Ademds, la banda de LDH de movilidad catdédica, se libe-.
ra, en parte, de las membranas microsomales y se desplaza ha-
cia el cdtodo y no se modifica, aparentemente, en los experi-

mentos de enfoque isoeléctrico.

Por otra parte, los resultados de caracterizacidén electro -
forética de la LDH descritos en el presente capitulo y en el
capitulo 4.2.10, parecen demostrar que son cinco las formas
moleculares de LDH que se obtienen en la fraccidén soluble se-
parada tanto en ausencia como en presencia de DMSO; también
son cinco las formas moleculares que se liberan de los micro-

somas aislados en ausencia o en presencia de DMSO.

5¢4¢2¢3.2.1.b Malato deshidrogenasa (MDH)

Las disoluciones aplicadas en las electroforesis contuvie -
ron aproximadamente 0,01 Pcat/ml de MDH en todos los prepara-

dos. Cuando las actividades fueron superiores, las disolucio-



FIGURA 32.- ELECTROFORESIS ZONAL CATODICA DE LA LDH OBTENIDA EN LA FRACCION
SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA.- Ferograma obtenido tras revelado especifico, de
la LDH de 1la fraccién soluble obtenida en ausencia de DMSO. La electrofore-
sis cat8dica se 1levd a cabo a 3 mA/gel, 3h. Cuando se sometid a estudio la
fraccidn soluble obtenida en presencia de DMSO, el resultado fue idéntico.
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FIGURA 33.- ELECTROFORESIS ZONAL ANODICA EN GELES DE POLTIACRILAMIDA DE [A
MDH DE LA DISOLUCION CAT, Y DE LA MDH LIBERADA POR LAVADO CON B O POR TRA-
TAMIENTO CON DESOXICOLATO DE LOS MC ELUIDOS DEL ENFOQUE ISOELECTRICO PRIPA-
RATIVO.- Ferogramas obtenidos tras revelado especifico, de la MDH de la di-
solucién CAT, de la liberada por lavado con B o tratamiento posterior con
desoxicolato 0,075 %, de los microsomas aislados de. los eluidos del enfo-
que isoeléctrico y de la mezcla de los dos primeros (de izquierda a derecha
en el orden mencionado).
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nes se diluyeron convenientemente. E1l volumen de aplicacidn

no excedidé nunca de 0,3 ml.

En ninguno de los casos estudiados,s diferencia de lo que
ocurria con la LDH, se ha podido demostrar -la existencia de una
forma molecular de la MDH con movilidad catdédica, ni aun al

emplear la disolucidén CAT (véase 5.4.2.3.2.1.a).

Al igual que con la LDH, se sometieron a electroforesis zo-
nal de movilidad anddica, los sobrenadantes del lavado con B
y del posterior tratamiento con desoxicolato de los microso-
mas procedentes de los elufdos-del electroenfoque (véase 5.4.
2.3.1). BEn la figura 33 se muestran los ferogramas obtenidos
para ambos sobrenadantes, asi como para la disolucidén CAT,
tras el revelado especifico de los geles de poliacrilamida.
Con la disolucién CAT se obtuvo una banda de actividad MDH de
menor movilidad que la banda de actividad MDH obtenida con las
otras dos disoluciones. Se demostrd que ambas bandas eran dis-
tintas al mezclar la disolucidén CAT con la del sobrenadante
del lavado con B de los microsomas aislados de los eluidos del

electroenfoque (Figura 33)..

Para comprobar si esta banda de menor movilidad, obtenida
con la disolucidn CAT estaba presente en la fraccién soluble
separada en presencia de DMSO, se aplicé la disolucidn concen-
trada de dicha fraccidn soluble. La aplicacidén fue de 100 Pl
y el ferograma demostrd la presencia de una sola banda co.-
rrespondiente a la de mayor movilidad de la figura 33. Este
resultado fue idéntico al obtenido con la fraccidn soluble
aislada en ausencia de DMSO (Figura 12). Por aplicacidn de los
sobrenadantes obtenidos por sonicacidén de los microsomas se -
parados en presencia de DMSO no se consiguid una banda niti-
da en los ferogramas correspondientes. No obstante, al mezclar

dicho sobrenadante de sonicacidén con la fraccidn soluble ob-
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tenida en presencia de DMSO se obtuvo en la electroforesis una
banda nitida de actividad MDH que correspondid a la de mayor

movilidad de la figura 33.

Los resultados anteriores ponen de reiieve que la actividad
MDH presente en la disolucidn CAT, que no coincide con ningu-
na forma molecular de MDH presente en las restantes disolu—
ciones sometidas a caracterizacidn electroforética, pudiera
haberse formado por interaccidén con los anfolitos durante el
enfoque isoeléctrico. Las restantes disoluciones, incluidas
las fracciones solubles obtenidas en ausencia o en presencia
de DMSO, muestran, por electroforesis en geles de poliacrila-
mida, ferogramas en los que s0lo aparece una banda de activi -
dad MDH; esta banda es de mayor movilidad que la obtenida con
la disolucidn CAT. No se ha demostrado la existencia de nin -

guna forma molecular MDH de movilidad catddica como ocurria

con la LDH,

En los ferogramaé correspondientes a electroforesis anddica
en tiras de acetato de celulosa de la fraccidn soluble obteni-
da en presencia de DMSO y aél,sobrenadagﬁe de sonicacidn de los
"microsomas lavados" aislados en presencia de DMSO mostraron la
presencia de dos bandas de actividad MDH, Estas dos bandas son
-idénticas a las obtenidas con la fraccidn soluble separada en
ausencia de DMSO y con el sobrenadante de sonicacidén de los "mi-

crosomas lavados" aislados en ausencia de DNSO (Figura 12).
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Dol e 2536242 Enfoque isoeléctirico analitico en placas

de agarosa

Para demostrar si el desplazamiento de una forma molecular
de la LDH y también de la MDH hacia el cdtodo en el experi -
mento de enfoque isoeléctrico preparativo (véase 5.4.2.3.1)
es debido a que dichas formas tienen un lemuy elevado, se
realizaron experimentos de enfoque isoeléctricb analitico en

placas de agarosa.

5:¢4.2.3.2.2.8 Lactato deshidrogenasa (LDH)

Cuando se aplicaron por triplicado 50 Pl de la disolucidn
CAT (véase 5.4.2.3.1) en una placa de agarosa confeccionada
con anfolitos cuyo intervalo de pH era 3-10 y se desarrolld
el enfoque isoeléctrico, se separd una banda préxima a la zo-
na del cdtodo y fue imposible la determinacidén de su pI. Cuan-
do se efectus la misma aplicacidn en una placa de agarosa con-
feecionada con anfolitos cuyo intervalo de pH era 8 -10,5, el
resultado, previo revelado especifico, consistié en una banda
de pI 9,4 (Figura 34). Las aplicaciones se hicieron a distin-
tas alturas de la placa para comprobar que la banda de IDH se
habia enfocado y que habia ausencia de interacciones con los
~anfolitos. En el electroenfoque preparativo en columna, la di-
solucidén CAT se enfocd a un pI de 10,5, valor que solo es in-
dicativo ya que el margen de pH de los anfolitos - empleados
fue 3 -10,

También se sometid a electroenfoque analitico la fraccidn
soluble de cerebro de rata (véase 4,3) que se dializéd 12 h
frente a glicina 1% . Se apiicaron 10, 25 y 50 Fl de la frac-

cidn soluble en distintas zonas de la placa, que se confeccio-



'I ' ~ FIGURA 34.— ENFOQUE ISOELECTRICO

l ANALITICO DE LA LDH DE LA DISOLU-

| CION CAT.- Ferogramas obtenidos tras
t ' revelado especifico, de la LDH de la
disolucién CAT. Anfolitos de margen
de pH 8-10,5. Las aplicaciones fue-
ron de 50 pl y a distintas alturas
de la placa.

FIGURA 35.- ENFOQUE ISOELECTRICO
ANALITICO DE LA LDH DE LA FRACCION
SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA.- Féro—
gramas obtenidos tras revelado 2s-—
pecifico, de la LDH de la fraccién
soluble de cerebro de rata obtenida
en el medio B. Anfolitos de margen de
pH 3-10. Las aplicaciones fueron de
10, 25 y 50 pl y a distintas altu-

ras de la placa.
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né con anfolitos cuyo intervalo de pH fue de 3-10, Al efec-
tuar el revelado especifico de LDH se obtienen al menos, sie-
te bandas de actividad de pI 7,75; 7,45 6,45; 6,45 6,35 5,53
y 4,95. Aparece otra banda débil, enfocada a pI 8,0 (Figura
35)%

Como se demueétra, en la fraccidn soluble no se obtiene una
banda de actividad LDI a pl tan alcalino como la gque se obtie-
ne con la disoluciéﬁ CAT, No obstante, la caracterizacidn
electroforética demostrd que la banda de la disolucién CAT
es idéntica a una forma molecular LDH presente en la fraccidn
soluble (vease 5.4.2.3.2.1.a). As{ pues, es posible que el
tiempo de enfoque, que es mayor en el caso del electroenfoque
preparativo, ejerza algun efecto sobre dicha forma molecular _
de LDH, que permita su desplazamiento hacia el cdtodo. Es de
destacar, en el mismo sentido que, por enfoque isoeléctrico
analitico de las formas LDH de la fraccidn soluble aparecen
mds bandas que las que corresponden a las cinco formas del en-
zima obtenidas, habitualmente, por electroforesis. Ello po-~
dria ser debido a una mejor resolucidn del método de enfoque
isoeléctrico o a interacciones del enzima con los anfolitos

(Haglund 1975, Catsimpoolas 1975).

5.4.2.3.2.2.b Malato deshidrogenasa (MDH)

Al aplicar por duplicado 50 Fl de la disolucidén CAT (véase
5.4.2.3.1) a una placa de agarosa confeccionada con anfolitos
cuyo intervalo de pH se hallé entre 3 y 10,y efectuar el
enfoque isoeléctrico, no se consigue el enfoque de ninguna
banda de actividad MDH. Cuando la misma aplicacidn se lleva

a cabo en una placa de agarosa confeccionada con anfolitos de
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margen de pH entre 8 y 10,5, al efectuar el revelado especi-
fico de MDH aparecen dos zonas difusas cercanas al cédtodo y
situadas a distintas zonas de la placa (Figura 36). Como ade-
mds, las aplicaciones se habian efectuado a distintas zonas

de la placa, se deduce que dicha forma molecular de MDH pre -
sente en la disolucidn CAT no se enfoca y es presumible que

se vaya desplazando al cdtodo conforme avanza el enfoque isoe-

léctrico.

También se sometid a electroenfoque analitico la fraccidn
soluble de cerebro de rata (véase 4.3) que se dializé 12 h
frente a glicina 1 %. Se aplicaron 25 y 50 Pl de la fraccidn
soluble a distintas zonas de la placa que se confecciond con
anfolitos-de PH entre 3 y 10. El revelado especifico (Figura
37) proporciona una ﬁanda intensa a pI 5,8, otras dos débiles
coincidentes con las dos ﬁés‘intensas de actividad ILDH (Figu-
ra 35) y ademds, aparece una banda difusa en una zona de pH
comprendida entre 8,0 y 8,5. En conjunto, se ponen de mani-
fiesto dos bandas de actividad MDH que coinciden, en numero,
con las que se obtienen por electroforesis en tiras de aceta-

to de celulosa (Figura 12).

La banda mds intensa (Figura 37),  enfocada a pI de 5,8 ,
debe corresponder a la uUnica que aparece en las electrofore -
sis zonales en geles de poliacrilamida de la fraccidn soluble
de cerebro (Figura 12). Por su parte, la banda difusa (Figura
37), andloga a la que aparece al someter al electroenfoque
analitico la disolucidén CAT (Figura 36), es probable que se
desplace hacia el cdtodo; esta hipdtesis permitiria explicaﬁ
el hecho de que en el electroenfoque preparativo de los MC
se obtuviera actividad MDH en la zona de pH de 10,5 (véase
5¢4¢2+3.1). BEstos resultados se pueden explicar sugiriendo

interacciones especificas de esta forma molecular de la MDH



FIGURA '36.- ENFOQUE ISOELECTRICO
ANALITICO DE LA MDH DE LA DISOLU-
CION CAT.- Ferograma obtenido tras
revelado especffico, de la MDH de
la disolucién CAT. Anfolitos de
margen de pH 8-10,5. Las aplica-
ciones fueron de 50 pl y-a distin-
tas alturas de la placa. Las flechas

seflalan las bandas de actividad MDH.

FIGURA 37.- ENFOQUE ISOELECTRICO
ANALITICO DE LA MDH DE LA FRACCION
SOLUBLE DE CEREBRO DE RATA.- Fero-
grama obtenido tras revelado espe-
- - ciffico, de la MDH de la fraccién
soluble de cerebro de rata obteni-
da en el medio B. Anfolitos de mar-

gen de pH 3-10. Las aplicaciones

c Fos fueron de 25 y 50 pl y a distintas
‘ . alturas de la placa.
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con los anfolitos (Haglund 1975, Catsimpoolas 1975), que hu-
bieran modificado de forma notable al enzima; hay que recor-

| dar que la forma molecular de la MDH presente en la disolu -

cidén CAT (véase 5.4.2.3.1) se caracteriza en una banda, que

no coincide con ninguna oira forma de MDH, por electroforesis
zonal anddica en geles de poliacrilamida. Aunque dicha forma

se desplagza hacia zonas de pI alcalinas en el electroenfogue

preparativo, su movilidad es anédica y no se pone de manifies-

to su presencia por electroforesis zonal de movilidad catddi-

ca, por revelado especifico de los geles de poliacrilamida

(véase 5.4.2.3.2.1.D).

Debde2.4 | PROPIEDADES MORFOLOGICAS. MICROSCOPIA
ELECTRONICA

Con la técnica de microscopia electrdnica se efectud la ca-
racterizacidn ultraestructural de la fraccidn microsomal, tan-
to cruda como después de ser sometida a distintos lavados con
el medio A, a sonicacidn o a tratamiento con desoxicolato 0,075
% (p/v) en A. También se compararon las micrografias de los
microsomas separados en presencia de DMSO con las correspon -

dientes a los microsomas aislados en ausencia de DMSO.

Las micrograffas se obtuvieron de cortes finos de las mues-
tras fijadas e incluidas, a partir de tres blogues distintos
de las preparaciones tomadas a distintos niveles de los resi-

duos microsomales.
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5e4e2e4.l Micrografias de residuos microsomales

El residuo microsomal separado por ultracentrifugacidn del
sobrenadante pqst-—mitocondrial se traté como se describid en

métodos (véase 4.23).

Las micrografias mostraron la presencia de dos tipos de
vesiculas con distinto comportaﬁiento en cuanto a su opaci -
dad a los electrones. Las vesiculas con contenido claro fue-
ron en su mayoria de forma circular, con didmetros comprendi-
dos entre 90 y 270 nm. Las vesiculas opacas, de forma también
circular, fueron menores y: sus didmetros estuvieron comprendi-
dos entre 45 y 200 nm (Figuras 38, 39, 40). En ocasiones se
observdé la presencia de vesiculas claras, de gran tamafio, for-
madas a partir de las membranas de reticulo endoplasmdtico
(RE) (Figura 41). Se observd, también, en ocasiones, la pre-
sencia de fragmentos de membranas del RE que no formaban vesi-
culas y de fragmentos de membranas mielinicas (Figuras 42, 43).
En ningin caso se observd la presencia de mitocondrias en la
fraccidn microsomal aislada en ausencia de DMSO por el método

habitual (véase 4.3).

Sede2s4+2 Micrografias de residuos microsomale

Los microsomas, se sometieron a tres lavados con el medio
A antes de efectuar los tratamientos previos a su observacidn
microgrdfica. El residuo lavado se traté tal como se descri -

bid en métodos (véase 4.23).

Los resultados obtenidos demostraron que no existen diferen-

cias apreciables entre las vesiculas presentes en la fraccidn



FIGURA 38.- 13.500 X

FIGURA 39.- 50.000 X

FIGURAS 38 y 39.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL
OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (Véase 4.3). La fraccidn se pro-
‘cesd como se describid en métodos (Véase 4.23).



FIGURA 40.- 25.500 X

FIGURA 41.- 35.000 X

FIGURAS 40 y 41.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL
OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (véase 4.3).- La fraccién se pro-
cesé como se describid en métodos (véase 4.23).



FIGURA 42.- 35.000 X

FIGURA 43.- 60.000 X

FIGURAS 42 y 43.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL
OBTENIDA COMO SE DESCRIBIO EN METODOS (Véase 4.3).- La fraccién se pro-
cesd como se describid en métodos (Véase 4.23).
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microsomal lavada, tal como se muestra en la figura 44 obte-

nida con los "microsomas lavados".

5.4.2.4.3 Micrografias de residuos midrogggg}gg

Los "microsomas lavados" se sonicaron (18 micrones, 30 s
tres veces) y el residuo de microsomas que se separa se tra-—

t6 como habitualmente (véase 4.23).

Las micrografias obtenidas de esta fraccidn muestran la
presencia de vesiculas como ocurre con los microsomas crudos
(Figura 45). En ningin caso se observd la desorganizacidn de
tales vesiculas a éausa de la sonicacidn; no obstante, es po-
sible que las vesiculas que se observaron en las micrografias
no se correspondan con las originales presentes en los micro-

somas crudos o en los lavados con A.

Selde Pl Micrograffas de residuos microsomales

Los microsomas se trataron por dos veces consecutivas con
desoxicolato 0,075 % (p/v) en A y el residuo de microsomas

se traté como habitualmente (véase 4.23).

Las micrografias del residuo muestran una desorganizacidén
acusada de las membranas microsomales (Figura 46) que puede
atribuirse a la presencia del detergente. Sin embargo, Wei -
hing et al (1972), en micrografias obtenidas de residuos mi-

crosomales de higado de rata tratados con desoxicolato 0,075




FIGURA 44.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL LAVADA CON
A.- La fraccidn microsomal obtenida en la forma habitual (Véase 4.3), se
lavé tres veces con el medio A y se procesd como se describid en méto -
dos (Véase 4.23). 13.500 X.

FIGURA 45.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL SONICADA
EN A.- La fraccidn microsomal obten:da en la forma habitual (Véase 4. 3),
se sonicd (18 micrones, 30 s., tres veces) en el medio A y se procesé
como se describid en métodos (Véase 4.23). 13.500 X.



FIGURA 46.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL TRATADA
CON DESOXICOLATO 0,075 % .- La fraccidn microsomal aislada en la forma
habitual (Véase 4.3), se tratd dos veces con desoxicolato 0,075 % (p/v)
en A y se proces$§ como se describié en métodos (Véase 4.23). 44.500 X.

FIGURA 47.- MICROGRAFIA ALECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL TRATADA
CON DESOXICOLATO 0,075 %.- La fraccién microsomal aislada en la forma
habitual (Véase 4.3), se traté una vez con desoxicolato 0,075 % (p/v)
en Ay se procesd como se describié en métodos (Véase 4.23). 13.500 X.
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% demuestran la presencia de vesiculas, sin indicios de desor-
ganizacién de las membranas. Ello puede ser debido a un efec-
to distinto del detergente sobre los microsomas de ambos ori-
genes (higado y cerebro) o bieﬁ, a que el efecto del deter-
gente sea estadistico y no afecte por igual a todas las vesi-
culas. Esta dltima suposicidn, que es compatible con la mane-
ra de efectuar los tratamientos con el detergente, se ve
confirmada, en principio, al observar la presencia de vesicu-
las en determinadas zonas del residuo microsomal de cerebro

de rata que sdélo se habia tratado una vez con desoxicolato

(Figura 47).

5¢4.2.4.5 Micrografias de residuos microsomales

aislados en medios gue contienen DMSO

Los microsomas separados de homogeneizados de cerebros de
rata en DMSO 50 % (v/v) en el medio A, se lavaron dos veces
con A y con el residuo de microsomas (DMSO) lavados se proce-

did tal como se ha descrito en métodos (véase 4.23).

Las micrografias muestran la presencia del mismo tipo de ve-
siculas que las que aparecen cuando los MC se aislan en ausen-
cia de DMSO (Figuras 48 y 49, 52 y 53). Aungue parece que la
proporcidén de vesiculas opacas es mayor en el caso de los
microsomas (DMSO), debe tenerse en cuenta que la opacidad de
tales vesiculas véria. Asi,-se ponen de manifiesto unas ve-
siculas semiopacas , algunas de las cuales parecen mitocon -
drias y son de tamafio algo superior a las vesiculas totalmen-
te opacas (Figuras 52 y 53). Bn la figura 50 se aprecia clara-
mente la presencia de una de tales vesiculas junto a un cuer-

po de Marinesco (Shochet 1972). En un apartado anteripr(véa—




FIGURA 49.- 84.500 X.

FIGURAS 48 v 49.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL
SEPARADA EN MEDIOS CONTENIENDO DMSO.- La fraccidn microsomal se obtuvo
en DMSO 50 ¢ (v/v) en A, se lavd tres veces con A y se proces§ como se
describié en métodos (Véase 4.23).



FIGURA 50.—- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL SEPARADA
EN MEDIOS CONTENIENDO DMSO.- La fraccién microsomal se obtuvo en DMSO 50

% (v/v) en A; se lavd tres veces con A y se procesé como se describié en
métodos (Véase 4.23). 140.000 X.

FIGURA 51.- MICROGRAFIA ELECTRONICA DE LA FRACCION MICROSOMAL FILTRADA A
TRAVES DE GEL DE SEPHAROSE CL 4B.- La fraccidén microsomal lavada con A,
se filtrd§ en una columna de Sepharose CL 4B equilibrada con A. El pico
de microsomas eluidos se reunid y el residuo se procesé como se descri-
bid en métodos (Véase 4.23). 9.500 X.
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se 5.4.1.4.1) se ha demostrado que la fraccidén microsomal se-
parada en presencia de DMSO no estd contaminada de forma es-
pecial por orgdnulos subcelulares distintos a los que se ais-
lan en la fraccién microsomal separada en ausencia de DMSO.

Es posible, por tanto, que este tipo de vesiculas con aparien-
cia de mitocondrias corresponda a las vesiculas claras de los
MC aislados en ausencia de DMSO, si bien su estructura ha po-

dido ser alterada por el DMSO.

5e¢4e2.446 Micrografias de residuos microsomales separa-

Los microsomas aislados en ausencia o en presencia de DISO,
se resuelven en una fraccidn Unica al ser sometidos a centri-
fugacidén isopicnica en Percoll, a filtracidn en gel de Sepha-
rose CL 4B y en el enfoque isoeléctrico. Las micrografilas
- electrdénicas correspondientes a los residuos microsomales se-
parados de los eluidos procedentes de la filtracidn en gel de
- Sepharose CL 4B, pueden permitir el comprobar si la resolucidn
de los MC en un solo pico, por filtracidn en gel, se corres -
ponde con una homogeneidad de tamafio de las vesiculas en las

micrografias.

Belle2edebal Microsomas aislados en el medio habitual

~ (sin DMSO)

Los microsomas obtenidos por homogeneizacidén de cerebros de
rata en el medio A, se lavaron con A y se filtraron en gel de
Sepharose CL 4B equilibrado con A. Los eluidos correspondien-

tes al pico de microsomas se recogieron y el residuo separa-
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do por ultracentrifugacidn se tratd como se describid en mé-

todos (véase 4.23).

La micrografia correspondiente (Figura 51) demuestra que
la fraccidn de microsomas eluida es heterogénea en cuanto al

tamafio y a la opacidad de las vesiculas.

5ede2e4e6s2 Microsomas aislados en medios gue contienen

DMSO

Los microsomas aislados de homogeneizados de cerebro de ra-
ta en DMSO 50 % (v/v) en el medio A, se lavaron con A y se
filtraron en gel de Sepharose CL 4B equilibrado con A. Los
eluidos correspondientes al pico de microsomas se recogieron
vy, con el residuo separado por ultracentrifugaciodn, se proce-—

dié como habitualmente (véase 4.23).

Las micrografias del residuo (Figuras 52 y 53) muestran
que las vesiculas no son homogéneas en tamafio ni en su opaci-
dad, como ocurrid con los elufdos de los microsomas aislados

en ausencia de DMSO (véase apartado anterior 5.4.2.4.6.1).




FIGURA 52.- 17.000 X,

fIGURA 53.- 35.000 X.

FIGURAS 52 y 53.- MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LA FRACCION MICROSOMAL
ATSLADA EN MEDIOS QUE CONTIENEN DMSO Y FILTRADA EN GEL DE SEPHAROSE CL
4B.- La fraccién microsomal separada en DMSO 50 % (v/v) en A, se lavd
con Ay se filtr§ en una columna de Sepharose CL 4B equilibrada con A.
El pico de microsomas eluidos se reunid y el residuo se procesd como
se describié en métodos (Véase 4.23).
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5.4.3 DISCUSION

Los experimentos descritos en el presente capitulo permiten
prqfundizar en el conocimiento de la fraccidn microsomal del
tejido cerebral de rata. De Duve (1964)5Y , posteriormente,
Reid (1967) asignaron el término a la fraccién que sedimenta
a fuerzas centrifugas superiores a 100.000x g y que no repre-
senta a ningun orgdnulo subcelular concreto, al menos en el
tejido hepdtico. La interpretacidn de estos autores parece, en
principio, aplicable a la fraccidn microsomal del tejido cere-
bral de rata, la cual varia cuantitativamente al modificar la
relacidén de homogeneizacidén (ml/g tejido) (véase 5.4.1). No
obstante, Kiang et al (1978), al homogeneizar el tejido cere-
bral de rata con nueve volumenes de disoluciénO0,3 M de sacaro-

sa, que era a la vez 1 mM en NaHgPO 0,1 mM de EDTA y pH 7,5,

’
en un homogeneizador cuya holgura fié de 0,2 mm, separaron los
microsomas que estaban contaminados por mitocondrias e inclu-
so por terminales nerviosos. En los microsomas aislados-en el
presente trabajo, con una relacién de 6 ml/g no se ha detec-
tado la presencia de mitocondrias en las micrografias de la

fraceidn (véase 5.4.2.4.1 § 5.442.4.2). Es pues posible que

al variar la relacidén 6 el medio de homogeneizacidn, varien -

las propiedades de sedimentacidén de las mitocondrias y quizds

de otros orgdnulos subcelulares.

La fraccidn microsomal también varfa cuantitativamente cuan-
do se modifica la constante dieléctrica del medio de homoge -
neizacién. Con ello, se obtienen fracciones solubles en las
que varia la proporcidn de dcidos nucleicos. No obstante, los
cambios mds acusados, en cuanto a la cantidad de microsomas
separados, se obtienen por homogeneizacidén de los cerebros de
rata en medios conteniendo DMSO y cuya constante dieléctrica

es muy similar a la del medio A; cuando el DMSO es del 50 %
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(v/v), la cantidad de fraccidn microsomal aislada es unas

tres veces superior a la que se obtiene en el medio A. Se e
discutido la importancia de la constante dieléctrica del me-
dio en cuanto a la posibilidad de que fuera un pardmetro de
gran importancia en estudios de enzimologia. Maurel (1978) ha
demostrado que las interacciones electrostdticas,. aparente-
mente, no se modifican por variaciones de la constante dieléc-
trica del medio; as{, las variaciones cinéticas observadas al
modificar dicho pardmetro, son mds fdcilmente explicables al
considerar interacciones hidrofdébicas con el medio, efecto di-
recto del medio sobre los puentes de hidrdégeno internos,-modi—
ficacidn del grado de hidratacidén e interaccidn del medio con
el centro activo del enzima, entre otros efectos. Es muy pro-
bable que las conclusiones de Maurel (loc. cit.), que entre
otros medios usdé el DMSO, sean aplicables aqui para explicar
la diferente cantidad de microsomas obtenidos al variar el me-
dio. E1 DMSO, también, es un agente que forma complejos esta-
bles con los iones de los metales de transicidn (Meek et al
1960) e interacciona con lipidos y cogpuestos hidrocarbonados
ademds de con las proteinas, especialmente con det:rminadas
proteinas de las células epiteliales, por lo que es usado_
como vehiculo en pomadas de uso tdépico (Sneader et al 1971,
Rodermund y Klingmueller 1972, David 1972, Index Merck 1981).
De cualquier forma, el efecto del DMSO es distinto al que ejerce
el polietilenglicol, el cual modifica los componentes microso-
males de forma que su precipitacidn es posible efectuarla a bajas

gravedades en la centrifuga, 8.000xg, 10 min (Van der Hoeven 1981).

Parte de la fraccidn microsomal_de cerebro, como se demos-
tré en las micrografias electrdénicas, estd constituida por unas
vesiculas que no son opacas y cuyo origen procede, probable -
mente, de la soldadura de los fragmentos de membranas celula-

res producida en la homogeneizacién (Figuras 38 -43) . Ca-
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be pensar que el DMSO pueda afectar tal veéiculizacién por
todos los efectos comentados. No obstante, en las microgra-
- fias de residuos microsomales aislados en presencia de DMSO

se observa la presencia mayoritaria de vesiculas cerradas
(Figuras 48 - 50, 52-53), aunque también es cierto que las
preparaciones de los microsomas en estos experimentos se lle-
varon a cabo, finalmente, en el medio A (véase 5.4.2.4.5) .
Las micrografias muestran una mayor proporcidén de vesiculas
opacas en los MC obtenidos en presencia de DMSO que en los

que se separan en ausencia del reactivo. También se observa
una gradacidn en cuanto a la opacidad de las vesiculas pre -
sentes en los microsomas (DMSO) que no se daba en los microso-
mas (sin DMSO). Es posible que el DMSO haya alterado las vesi-
culas clarés presentes en los MC (sin DMSO) ddndoles el as-
pecto de vesiculas semiopacas, con apariencia de mitocondrias,
que se muestran en los MC (DMSO). Por otra parte, se ha de -
mostrado que el efecto del DMSO es parcialmente reversible

por lo que, en gran parte, se debe ejercer durante la homoge -
neizacién . E1 DMSO que se afiadid después de la homogenei -
zacién en el medio A, no fué tan efectivo como cuando se

incluyd en el medio de homogeneizaéién.

Al comparar las actividades enzimdticas lactato deshidroge-
nasa (ILDH), malato deshidrogenasa (MDH), adenosina desaminasa
(ADA), guanina aminohidrolasa (GAH) y purinnucledsido fosfo -
rilasa (PNP) liberadas por los microsomas aislados en medios
Que pueden contener o no DMSO, se pone de manifiesto que todos
los enzimas exhiben un comportamiento similar; la liberacidn de en-
zimag fue proporcional a la cantidad de microsomas separados,
que fue mayor cuando se preparaba el homogeneizado en medios
que contenian DMSO. Al comparar las actividades de los enzimas
marcadores de orgdnulos subcelulares, los resultados fueron si-

milares., Los microsomas de higado, -separados por la técnica
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~habitual o por tratamiento con polietilenglicol (50% v/v) del
sobrenadante post - mitocondrial, mostraron patrones enzimdti-
cos similares (Van der Hoeven 1981). En los microsomas de ce-
rebro de rata se comprobd que la fraccidn microsomal separa-
da en presencia de DMSO no estaba contamiﬁada de forma espe-
cifica por orgdnulos subcelulares distintos, cualitativa y
cuantifativamente, a los que contaminaban la fraccidén micro-
somal aislada en ausencia de DMSO. E1 resultado permite suge-
rir que no hay presentes mitocondrias en los MC (DMSO), en
contraposicidn & lo que parecen indicar las micrografias co-
rrespondientes (Figuras 50, 52, 53). Si se tratase de mitocon-
drias, tales orgdnulos exhibirian menor tamafio del que exhi -
ben, habitualmente, en cerebro de rata y contendrian enzimés
distintos de la glutamato deshidrogenasa que fue el que se
determiné como marcador de la fraccién. Asi pues, es probable,
como se ha discutido anteriormente en este mismo apartado,

gue lo observado en las micrografias correspogda a vesiculeas
cuya opacidad proceda de la interaccidn del DMSO sobre sus

membranas.

En cuanto a la presencia de enzimas marcadores, se pone de
manifiesto que la fosfatasa del 6-P- ®-D-glucosa y la piro -
fosfatasa del pirofosfato de tiamina, se hallan en muy poca
cantidad en los microsoﬁas de cerebro de rata, a pesar de que
el primero de los mencionados, es un enzima marcador de la
fraccién microsomal de tejido hepdtico (Gallardo 1979). La
actividad de la catalasa es prdcticamente nula en la fraccidn
microsomal de cerebro aislada en ausencia o0 en presencia de
DMSO, por lo que, prescindiendo de las que tienen apariencia
de mitocondrias, las vesiculas opacas que se observan en las
micrografias de ambas fracciones (Figuras 38 - 53) no pueden
corresponder a peroxisomas. Hasta un cierto tamafio, tales ve-

siculas se hallan comprendidas en el tamafio correspondiente a
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las vesiculas pleomérficas (70 - 300 nm de didmetro) y a las
vesiculas sindpticas opacas y grandes ("LOV") de los nervios
purinérgicos (80 - 180 nm .de didmetro) (Burnstock 1981). Estas
vesiculas aparecen rodeadas de un halo (loc. cit.) que puede
haberse perdido durante el proceso de aislamiento de los mi-
crosomas. Aunque no se discute su procedencia, la presencia
de vesiculas opacas se ha demostrado en subfracciones micro-
somales de cerebro de rata (Tamai et al 1974, Kiang et al
1978) y en la fraccidn microsomal de pulmén de rata (Capdevi-
la et al 1975). En la fraccidén microsomal de cerebro de buey
se ha demostrado la presencia de membranas y de vesfculas si-
napticas(Kekiuchi et al 1981). Otra posibilidad es que las
vesiculas opacas correspondan a lisosomes cuyo contenido se
muestra denso frente a los electrones, 0 grdnulos de secrec-—
cién que se han descrito en cerebro (Palade 1959, De Duve
1959, Novikoff y Essner 1962, Rhodin 1963, Freeman 1964, Ho-
fer 1968).

La caracterizacidén de los microsomas por determinacidn de
su densidad de flotacidn en Percoll, de su tamafio de particu-
la, por filtracidn en gel de Sepharose CL 4B, o de su pIl apa-
rente, por enfoque isoeléctrico, ha demostrado que la fraccién
se comporta como si fuese homogénea, tanto si se han aislado
en medios que contienen DMSC como en su ausencis. La imposi -
bilidad del subfraccionamiento de tales microsomas por las
técnicas comentadas no ha permitido asignar las actividades
LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y 5'N a uno o a ambos tipos de vesi-
culas, claras y opacas, que son las que se observan predomi-

nantemente en las micrografias de la fraccidn microsomal.

La densidad de flotacidn en Percoll de los microsomas de ce-
rebro de rata aislados, tanto en ausencia como en presencia de

DMSO, fue muy pequefia y la concentracidén de Percoll que se usé
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fue del 10 %.. En experimentos realizados con homogeneizados
de tejido hepdtico de rata, Blume (1979) utilizé una disolu-
cién de Percoll del 50 % para la separacidn de mitocondrias

y de microsomas; estos dltimos se separaron al efectuar la
centrifugacién isopicnice (100.000x g, 45 min, rotor 60 Ti),
muy cerca del fondo del tubo de ultracentrifuga y agrupados
en una sola banda. Estos resultados indican una semejanza con
los obtenidos en el presente trabajo debido 2 que los micro-
somas de cerebro de rata se resuelven en una sola banda. No
obstante, los microsomas de cerebro poseen una densidad de
flotacidn mucho menor que la de los de higado de rata; ambos
tipos de microsomas son cualitativamente distintos y cabe su-
poner que la proporcidén de lipidos es mayor en los microsomas

de cerebro.

Al trabajar con la fraccidén microsomal de cerebro de rata
y utilizar un gradiente de sacarosa de tres peléaﬁos Tamai
et al (1974) separaron tres subfracciones, mientras que Kiang
et al (1978), con un gradiente de sacarosa de cinco peldafios
la resolvieron en cinco subfracciones. De las tres subfraccio-
nes obtenidas en el primer caso, las dos mds abundantes co-.
rresponden a vesiculas de RE liso y son casi énélogas en su
composicidn quimica y enzimdtica (Tamai et al 1974). De las
cinco subfracciones separadas por Kiang et al (1978), la pri-
mersa estd constituida por vesiculas grandes de membrana lisa;
las restantes contienen membranas lisas, cisternas de Golgi y,
en ocasiones, mitocondrias; ademds, se van enriqueciendo en
membranas de reticulo endoplasmdtico rugoso. De cualquier for-
ma, las actividades de la ATPasa (Na -K), 18 NADPH-citocromo ¢
reductasa y la acetilcolinesterasa varian, aunque con diferen-
cias poco notables, entre una subfraccidn y otra (loc.cit.).
En fin, las micrografias muestran una apariencia similar para

las cuatro subfracciones que Neskovic et al (1973) obtienen
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para la fraccidn microsomal de cerebro de rata joven, emplean-
do un gradiente de cuatro escalones de sacarosa entre 1,15 ¥y
2,0 M. Estas concentraciones de sacarosa difieren de las em-
plgadas por Kiang et al (1978) para separar sus cuatro prime-—
ras subfracciones microsomales (0,5, 0,7, 0,9 y 1,1 M). En el
presente trabajo, aumgue los microsomas se separan en una so-
la banda mayoritaria, se observa la presencia de un halo de
membranas microsomales hacia el fondo del tubo de ultracentri-
fuga; ello se ha puesto de manifiesto al determinar la actividad
LDH a lo largo del tubo de ultracentrifuga (véase 5.4.2.1.1

y figuras 19 y 20).

Aunque la proporcidén de lipidos en los microsomas de cere-
bro es comparativamente superior a la exhibida por los de hi-
gadd, son las proteinas de las membranas microsomales de ce —
rebro las que permiten que aquéllos se enfoquen al efectuar
en enfoque isoeléctrico. E1 pI aparente para los microsomas
de cerebro, estd comprendido entre 5,02 y 5,18, concuerda con
los valores obtenidos para la ATPasa en experimentos de élec—
troenfoque de membranas de eritrocitos (pI= 5) y de xantina
oxidasa (pI= 5) y de la 5’Nucleotidasa (pI= 6), en experi-
mentos andlogos realizados con la membrana de los gldbulos
grasos de la secreccidn ldctea (Allen y Humphries 1975). La
aparicidn de una sola banda de pl aparente cercana a 5 con
los microsomas de cerebro de rata (Figura 28) concuerdan,
también, con los publicados por Fry y Bidges (1974) quienes
separan la fraccidén microsomal por precipitacidén dcida a pH
5,5. Las propiedades eléctricas de los microsomas también se
han puesto de manifiesto por Azzar et al (1981) en experimen-—
tos de isotacoforesis; en ellos, no se ha conseguido la sepa-
racién de los microsomas en bandas nitidas, sino que se han
elufdo en once fracciones en las que se han analizado las di-

ferencias respecto de las actividades enzimdticas.
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En los experimentos de filtracidén en gel de Sepharose CL
4B, los microsomas de cerebro, aislados de medios que conte-
nfan o no DMSO, se han comportado como una fraccidén homogé -
nea, ya que se eluyeron en un solo pico de proteina que coin-
cidid con los picos de acti%idad LDH, MDH y 5°N. Estos resul-=
tados concuerdan con los obtenidos por Tangen et al (1973)
con higado de rata, y por Capdevila et al (1975) con pulmén
de rata. Ambos gutores obtienen, por filtracidn en gel de Se-
pharose 2B, un solo pico correspondiente a los microsomas.
Aunque Tangen et al (1973) han sugerido que la filtracidn en
gel de Sepharose 2B permite la obtencidén de microsomas con
una contaminacidén minima por proteinas citosolubles, en los
experimentos realizados en el presente trabajo se ha demos -
trado que ello no es del todo exacto. Enzimas citosolubles,
como la LDH y la MDH se eluyen conjuntamente con los micro -
somas, ademds de hacerlo en un volumen de elucidén posterior,
lo que prueba que una parte de las actividades LDH y MDH es-
tdn unidas a las membranas microsomales. Este comportamiento
se observa aunque la filtracidn se lleve a cabo en eluyentes
de fuerza idnica que es suficiente (NaCl 0,15 M) para contra-
rrestar las posibles interacciones idnicas entre tales enzi-

mas y las membranas microsomales.

Aunque en estos experimentos los microsomas se eluyeron en
un pico tnico, la caracterizacidn del mismo por microscopia
electrdnica mostrd que la fraccidén no era morfologicamente ho-
mogénea., La explicacidén del fendmeno puede residir en que, aun-
que los microsomas eluyen en un solo pico, su distribucidbdn no
es homogénea en toda la extensidén del pico y eluyen primera -
mente los microsomas de mayor tamafio, mientras que los de me-
nor tamafio eluyen coincidiendo con la cola del pico. No obs-
tante, también es posible que los diversos componentes micro-

somales interaccionen entre si. Esta dltima hipdtesis puede
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apoyarse en el hecho de que el volumen de elucién de los mi-
crosomas tratados con desoxicolato (0,075 %) sea el mismo que
el de los microsomas lavados con A. Las imdgenes que mues -
tran las micrograflas correspondientes a los microsomas lava-
dos con A (Figuras 38-40) y a los microsomas tratados con
desoxicolato (Figura 46) son muy distintas y cabria esperar
que el volumen de elucién de ambas fracciones en experimen —
tos de filtracidén en gel de Sepharose CL 4B, fuese distinto.
En las micrografias obtenidas tras la separacién de los micro-
éomas de pulmén de rata por filtracidén en gel de Sepharose 2B
(Capdevila et al 1975) se ha demostrado que la fraccidn es
también heterogénea en cuanto a la opacidad de las vesiculas

y en cuanto a su tamafio.

Las micrografiés de los microsomas de cerebro de rata, que
se han aislado en el ﬁreéente trabajo después de su trata -
miento con desoxicolato (Figura 46), son distintas a las ob-
tenidas por Weihing et al (1972) en higado de rata; en ellas,
el tratamiento con NaCl 0,14 M, con NaCl 1M o con carbonato-
bticarbonato, no modifica el aspecto ni la integridad de las
vesiculas microsomaleé, mientras que el tratamiento con deso-
xicolato (0,075 %) rompe las vesiculas pero sin que se desor-
ganice su membrana. Las micrograflas obtenidas en el presen -
te trabajo para los residuos microsomales tratados con deso-
xicolato (0,075 %), se parecen mds a las obtenidas después de
tratar con lisofosfatidilcolina una subfraccidn microsomal
de cerebro de rata (Katsuta et al 1978) o las vesiculas si-
nédpticas de cerebro de rata con tritén X-100 (0,1 %) (Soller
et al 1973). En todos los casos, las micrografias déemuestran
una desorganizacibén de las membranas. La diferencia de com -
portamiento de los detergentes en su actuacidén sobre los mi -
crosomas de higado o de cerebro puede residir en la distinta

proporcidén de lipidos existente en las membranas de ambas
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fracciones.,

Esta diferencia, unida a las diferencias de densidad de flo-
tacién y de composicién, respecto de los enzimas marcadores
de membrana, no permite establecer una analogia directa en-
tre los componentes de ambos tipos de fraccidn microsomal, la

aislada del tejido cerebral y la aislada del tejido hepdtico.

5.5 DISCUsIog'GENERAL

El presente trabajo constituye una contribucidén al conoci-
miento del catabolismo. de las.purinas en el tejido cere-

bral de rata.

Los parémetros cinéticos de los enzimas PNP y 5‘N confirman
el hecho de que, de todos sus posibles substratos fisioldgi-
cos, los mejores varian segun el tejido y la especie;ello ya
se discutié en el capitulo 5.1l. Por otra parte, el que estos
enzimas, como también la ADA y la GAH, no sean inhibidos por
los intermediarios del metabolismo (Figura 4) distintos a sus’ |
propios productos de reaccibén parece indicar que estos enzi-
mas estdn poco regulados. No obstante, ello no es asi ya que,
a nivel metabdlico, se ha demostrado que la 5°N purificada
estd régulada por la concentracién de nucleésidos di o tri-
fosfato. Ademds, se ha demostrado que, a nivel genético, es-
tos enzimas estdn muy regulados, como cabia esperar de enzi -
mas relacionados indirectamente con el metabolismo de los

dcidos nucleicos y de los nuclebtidos en la célula.
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TLa induccidn o represidn de los enzimas del catabolismo pu-
rinico , que se ha demostrado en microorganismos (Scazzochio
y Darlington 1968) también se produce en organismos superio-
res., Asi, las dosis elevadas de guanina producen el incremen-
to de una de las formas de GAH de cerebro de rata cuya exis-
tencia postulan Kumar et al (19?0 b). También las actividades
5‘N, PNP y XDH , en higado , se ven incrementadas por una die-
ta rica en proteina, mientras que lo mismo ocurre con la GAH
como respuesta a la administracidn de la hormona del creci -

miento (Panda et al 1962).

Ademds de los estudios cinéticos, es interesante comparar
las velocidades de reaccidn de los enzimas purinicos entre si.
Los resultados, resefiados en el capitulo 5.1, demostraron que
‘los énzimas que poseen una actividad especifica mayor son la
PNP y la GAH, aun cuando la reaccidn catalizada por la PNP es
reversible. La 5’N y la ADA tienen velocidades de reaccidn
comparativamente menores, aunque la 5°N con su substrato AMP
es capaz de producir mayor cantidad de adenosina de la que
puede desaminar la ADA. Sin embargo, es posible gque estas hi-
pétesis no sean del todo vdlidas en el sentido de que el ca-
tabolismo purinico investigado en la fraccidén soluble no guar-
de relacién estricta con el que se desarrolla en el interior
de la célula . E1l tipo de células del tejido cerébral es mil-
tiple y la fraccidn soluble obtenida por homogeneizacidén del
tejido constituye un extracto de todas ellas. Asi, la ADA,
cuya actividad varia ampliamente de un tejido a otro (Adams
y Harkness 1976), se encuentra en elevadas proporciones en
las células de la glia (Dr. Marsall 1981,-Comunicacidn perso-
nal-) aunque no cabe descartar su presencia en las neuronas.
Ademds de las diferencias de las actividades enzimdticas en
los distintos tipos de células, es posible que la localiza -

cidén intracelular de los enzimas aqui estudiados varie de un
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tipo a otro de célula; en este trabajo se han podido demos -

trar ambas circunstancias.

Al comparar las actividades enzimdticas de cerebro y de ce-
rebelo, se ha demostrado que la GAH se halla en muy escasa
cantidad en el Ultimo. El significado fisioldgico de este he-
cho, ya descrito anteriormente (Dawson 1971, Carpene 1976),
no estd claro, pero se puede suponer que obedece al distinto .
comportamiento de ambos tejidos en su funcidn nerviosa gene -
ral que, para el cerebelo, se centra, casi exclusivamente, en

la regulacién de las actividades motoras (Baron et al 1978).

Por otra parte , la presencia de todos los enzimas purinicos,
ademds de las deshidrogenasas LDH y MDH, es cualitativa y cuan-
titativamente distinta en los microsomas de cerebro de rata.
Asi, en los tratamientos de los microsomas con desoxicolatd:_
se ha demostrado que la 5°N y la ADA se localizan en la parte
externa de las membranas microsomales,a diferencia del resto
de enzimas cuyas actividades, en los microsomas, sélo se po -
nen de manifiesto déspués del tratamiento con el detergente.
La 5°N se encuentra en elevada - cantidad en los microsomas con
respecto al resto de los enzimas; el hecho puede hallarse en
concordancia con el que la 5°N sea un enzima marcador de la mem-
brana plasmdtica (Evans y Gurd 1973, Depierre y Karnovsky 1974
b, Brake et al 1978)..No obstante, Stanley et al (1980) demos-
traron que existe una relacidén dindmica entre la 5’N localiza-
da en la superficie celular y la 5°N intracelular, que también
estd unida a la membrana y se encuentra en la cara éxtracito—
" plasmdtica de las vesiculas del interior de la célula. Los ex-
perimentos de "expresidén" del tejido cerebral de rata, demos-—
traron también que la ADA se comporta de modo diferente y se
libera con mds facilidad que el resto de los enzimas; ello "se
puede correlacionar con una distinta localizacidén de la ADA

que permita que se libere con mayor facilidad en tales experi-
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mentos. Segun Amberson y Bauer (1967, 1971), en los experi -
mentos de separacidén de jugos por "expresidn" se liberan en-
zimas localizados en el medio intersticial del tejido conside-
rado. No obstante, es dudoso que todos los enzimas liberados
provengan, extlusivamente, del medio intersticial en el que

las proteinas libres se encuentran en muy pequefia cantidad.

Se ha demostrado, también, la distinta localizacidn subcelu-
lar de los enzimas LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y 5°N al analizar
su presencia en la fraccidn de vesiculas sindpticas de cerebro
de rata. En ellas, las actividades de la 5°N y de la ADA son
mucho mayores que las del resto de los enzimas si se comparén
con las que se obtienen en la fraccidn microsomal de cerebro

de rata.

En Ebgjupto hay evidencias suficientes para correlacionar
los comportamientos distintos de la ADA y de la 5°N con aspec-
tos concretos de la funcidn nerviosa en el cerebro. Ya en 1967
Scott , basdndose en la distinta actividad de la 5’N en dis -
tintas regiones del encéfalo, emitidé la hipdtesis de que 1la
5°’N debe actuar en procesos bioquimicos simples y en funecio -
nes neurofisioldgicas. La 5N y la ADA son los enzimas que
descomponen el AMP y la adenosina que son, Jjunto al ATP, con-
siderados como posibles neurotransmisores y neurorreguladores
por Burnstock (1972 a y b, 1975 b). Uno de los puntos en los
que se apoya la hipdtesis de Burnstock es en la presencia de
5N y de ADA en los tejidos en los que se supone la presencia
de nervios purinérgicos; no obstante, no se ha descrito hasta
el presente la presencia de tales enzimas en las vesiculas si-
ndpticas en las que sélo se han puesto de manifiesto las ac -
tividades ATPasa (Na-K) y acetilcolinesterasa as{ como de la
IDH (Tamir et al 1974, Morgan et al 1973). Aunque el ATP no
sea considérado como neurotransmisor, se ha demostrado que se

libera, junto a la acetilcolina de las sinapsis colinérgicas
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puras (Silinsky 1975, Morel y Meunier 1981). Por otra parfe,
al someter a las neuronas corticales a estimulacidn eléctri-
ca, se libera adenosina, que provoca una inhibicidén profunda
de la excitabilidad de la corteza cerebral(Iversen et al 1971).
También se ha demostrado que la adenosina produce, "in vivo",
cambios de comportamiento de forma mds eficaz que el AMP o el
ATP, cuando se administra en el SNC (Yarbrough y McGuffin -
Clineschmidt 1981). E1 ATP, el ANP o la adenosina se deben
metabolizar y captar de nuevo por las célulasnerviosas (Burns-
tock 1972 a y b, 1981). E1 ATP se convierte a AMP por accién
de la ATPasa que es un ectoenzgima aunque también estd presen-
te en el interior de las células nerviosas (Burnstock 1972 a

vy b). E1 AMP,-que no traspasa fdcilmente las membranas, debe
ser convertido en adenosina por la 5°N (Burnstock 1972 a y b)
que és un ectoenzima, como se ha demostrado en cultivos de cé-
lulas cerebrales (Trams y Lauter 1975). La posible inactiva -
cidn de la adenosine ha de ser efectuada por la ADA, enzima
que se sﬁpone que estd localizado en la superficie de .las cé-
lulas cerebrales cultivadas. Ello no se ha podido demostrar

en este trabajo, aunque si se ha confirmado que la localiza -
cidn subcelular de la 5°N y la ADA en tales células es idénti-
ca, por lo que la ADA puede estar localizada en la membrana
plasmdtica junto a la 5’N (Trams y Lauter 1975). La analogia
de comportamiento de la ADA y de la 5°N en los microsomas, ob-—
servada en el presente trabajo, y su presencia en las vesich
las sindpticas, parecen confirmar la hipétesis de que ambas in-

tervengan en la inactivacién del AMP y la adenosina.

Al considerar el aspecto estrictamente quimico de la unidn
de los enzimas estudiados a los microsomas, tras el anélisié
de los experimentos del capitulo 5.2, se puede emitir una hi-
pétesis netamente bioquimica acerca de tal unidén. Un primer

resultado importante es el que demuestra que, después de lavar
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los microsomas con detergentes, varias veces, todavia conser-
van actividades de todos los enzimas estudiados. Ademds, al
afiadir los primeros productos del catabolismo purinico (AMP ,
GMP o IMP), éstos se transforman en los productos finales del
mefabolismo (véase 5.3.2.3), hipoxantina y xantina, lo que in-
dica que tales enzimas estdn presentes en las membranas micro-
somales de forma activa y son capaces :de desempefiar su fun -

cidn metabdlica.

Como se requieren detergentes para la libe?acidn paulatina
de las actividades de los microsomas, previamente lavados con
el medio de homogeneizacidn, se puede suponer gque la interac-
cidn entre los enzimas y las membranas seaﬂ, bésicamente,lde
tipo hidrofdébico. De hecho, se demostrd que el medio A es su-
ficiente_para anular las posibles interacciones idnicas. El
NaCl que, en concentracidén de 4 M, favorece las interaccio -
nes no idnicas en experimentos de cromatografia de interaccidn
hidroféhica (Hjerteen 1976, Porath 1973), no libera, aqui, de
las membranas microsomeles las actividades enzimdticas en es-
tudio, lo que apoya la hipdtesis anterior. Cyando los microso-
mas se filtraron por un gel de Sephardse CL 4B equilibrado con
B, el pico de MC elufdos coincide con los picos de actividad
LDH, MDH y 5°N, por lo que la interaccidn entre estos enzimas

y las membranas microsomales debe ser de tipo hidrofdébico.

El que se considere gque la unidén de los enzimas en estudio
es de tipo hidrofdéhico, no es débice para admitir que'enla ho-
mogeneizacidn del tejido se liberen parcialmente, tal como

muestra sy identificacidn en la fraccidn soluble.

Por otra parte, las interacciones hidrofébicas parecen va -
riar de intensidad para los diferentes enzimas tal como pone
de manifiesto el hecho de que mientras que la ADA se libera,

en gran proporcién, con desoxicolato al 0,075 %, es preciso
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que la concentracidén de éste sea del 0,5 % para liberar entre
un 70 y un 80 % de la actividad 5°N unida a las membranas.ﬁa
ADA y los restantes enzimas que se comportan como ella en la
fuerza de su interaccidédn ccn las membranas microsomales (LDH,
MDH, GAH y PNP), de acuerdo con lo propuesto por Singer (1972,
1974) (Tabla VI ), se podrian considerar proteinas periféri -
cas. A estos enzimas podria aplicdrseles la denominacidn de
"ambicuos" (Masters 1977, 1978 a y b), existiendo en dos for-
mas en equilibrio , una unida a la membrana y otra no. En cam-
bio, la 5’N se comporta como una proteina constituyente de
membrana, segun los mismos criterios propuestos por Singer
(1972, 1974) (Tabla VI ), ya que se requieren concentracio -

nes elevadas del detergente para su liberacidn parcial.

Los enzimas cuya caracterizacidn electroforética ha sido po-
'sible, muestran las mismas formas moleculares que aparecen en
la fraccidn soluble y en los liberados de la fraccidn microso-
mal, La 5’N unida y la liberada de las membranas de los basto-
nes de la retina tienen el mismo comportamiento cinético fren-
te al AMP (Fukui y Shichi 1981). Lo mismo ocurre con el enzima
unido y el solubilizado de las membranas de las células tumo -
rales (Lelievre y Zachowski 1977). Por tanto, no cabe desechar
la idea de que la homogeneizacidén del tejido provoque la libe-
racidn de parte de los enzimas de membrana', dependiendo de la
fuerza de sus interacciones, principalmente de las hidrofdébi -
cas. Si ello es asi, los datos comparativos de las actividades
especificas para la ADA, GAH, PNP y 5°N, establecides en la
fraccidén soluble (Tabla X) no son del todo correctos. Asi, por
e jemplo, la presencia en los microsomas de una elevada propor-
cidn de 5’N, puede determinar que sea mayor la cantidad de
adenosina formada a partir del AMP; esta adenosina que no es
‘susceptible de transformarse totalmente en inosina por la ADA

(véase 5.1.2), se recuperaria en mayor proporcidén a AMP por ac-
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cién de la adenosina quinasa. En cualquier caso, la distinta
localizacidn subcelular de los enzimas, especialmente de la
ADA y la 5°N (véase 5.3.2), sugiere la posibilidad de que par-
te de dichas actividades enzimdticas desempefien,de una parte,
funciones neurofisiolégicas y, de otra, funciones bioquimicas
del metabolismo purinico (Scott 1967). En tal caso, es muy
probable que ambas funciones estén intefconectadas en la célu-

la,

Quizds, la obtencidn de resultados "in vitro" mds parecidos
a los que se producen "in vivo" se pueda conseguir por medio
del uso de microsomas. Los experimentos de homogeneizacidn
del tejido cerebral con extractos hepdticos ricos en XDH, han
demostrado que las fesiculas que se aislan en la fraccidn mi -
crosomal no incorporan XDH a su interior; es posible, por tan-
to, que parte de los microsomas consten de locus celulares in-
tactos qﬁe se forman durante ..1la homogeneizacidén. Para compro-
bar esto se deberfa idear un método para el estudio cinédtico
de los enzimas del metébolismo purinico por medio del uso de
microsomas. En principio, esta tarea, dificil debido a la poca
proporcidn en la que se encuentran los enzimas del catabolis-
mo purinico si se comparan con la LDH y la MDH, tan abundan -
tes en el interior de la célula. No obstante, los primeros in-
tentos se podrian abordar mediante la técnica de permeabiliza-
¢cidn de las membranas celulares por empleo de reactivos bifun-
cionales (Lazo y Sols 1979). Es posible que esta técnica die-
ra mejores resultados que la usada por Tritsch (1974) y
Tritsch et al (1976) que consiste en el empleo de mezclas de
disolventes orgdnicos para el estudio del comportamiento de
la ADA en tales medios cuya constante dieléctrica es mds se-
me jante a la que existe en las proximidades de las membranas

de la célula.
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En el presente trabajo se ha pensado en la posibilidad de
obtener una mayor cantidad de microsomas y, paralelamente,
una mayor cantidad de actividades enzimdticas ligadas con
objeto de poder abordar estudios posteriores del metabolis-

mo purinico en los microsomas.

La obtencidn de mayor cantidad de microsomas por g de teji-
do cerebral ha sido posible mediante el uso del dimetilsulfé-
xido en los medios de homogenéizacién. Ambos tipos de micro -
somas, separados en auséﬁcia 0 en presencia de DMSO, mostra -
ron un comportamiento similar en cuanto a la liberacidn de
los enzimas LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y 5°N. La comparacidén de
ambos tipos de microsomas también se llevd a cabo determinan-
do su contenido en enzimas marcadores de orgdnulos subcelula-
res. Los estudios que se han realizado al respecto, han de -
mostrado que los dos tipos de microsomas son, bdsicamente ,
andlogos; en ellos, la presencia de catalasa es précticémen-—
te nula y la de LDH, MDH, GDH, NADPH-citocromo c réductasa,FA,
tiamin pirofosfatasa y glucosa - € - fosfatasa es andloga. Asi,
en los microsomas aislados en ausencia o en presencia de DMSO
no aparecen peroxisomas, mientras que la contaminacidén por
mitocondrias, lisosomas y aparato de Golgi es andloga. Es de
destacar que enzimas que, en tejido hepdtico, se consideran
marcadores de microsomés'(Gallardo 1979), la glucosa - 6 - fos-
fatasa y la tiamin pirofosfatasa, aparecen en muy pequefia can -
tidad en los microsomas de cerebro. Se ha demostrado, en cam-
bio, que la NADPH-citocromo ¢ reductasa es un enzima marca -
dor de microsomas de cerebro al igual que lo es en higado
(Weihing et al 1972, Kiang et al 1978).

Los microsomas de cerebro, obtenidos en ausencia o en pre-
sencia de DMSO, también se han caracterizado por microscopia

electrénica. No obstante, esta técnica no puede dar resulta-
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- dos tan completos como la caracterizacidén bioquimica. En las
micrografias de los microsomas, ademds de vesiculas. claras,
similares a las lisas de higado, se observa la presencia de
vesiculas 6pacas. Como tales vesiculas no pueden corresponder
a peroxisomas, se postula que puedan ser vesiculas sindpticas
liberadas de ciertos tipos de terminales nerviosos, entre

los que se encuentran los purinérgicos (Burnstock 1981). Tam-
poco se puede descartar que las vesiculas opacas, principal-
mente las de mayor famaﬁo, correspondan a lisosomas presentes
en el tejido cerebral (Palade 1959, Essner 1962, Rhodin 1963,
Freeman 1964, Hofer 1968). En la fraccidn microsomal de cere-
bro de buey se ha demostrado la presencia de membranas y de
vesiculas sindpticas (Kakiuchi et al 1981). Por su parte, la
presencia de vesiculas semiopacas, algunas con apariencia de
mitocondrias, en las micrografias de los microsomas (DMSO)
podria corresponder a una alteracidn de las vesiculas claras
que se observan en las micrografias de los MC (sin DMS0), por

accidn del DMSO.

Un dltimo objetivo del presente trabajo consistid en inten-
tar el subfraccionamiento de la fraccidn microsomal a fin de
encontrar una o varias subfracciones cuyo contenido de enzi -

mas del catabolismo purinico fuese diferente.

Efectuando experimentos de ultracentrifugacidén isopicnica
en Percoll, filtracidn en gel de Sepharose CL 4B y de enfoque
isoelécfrico preparativo, no se ha conseguido obtener sub -
fracciones microsomales. Los microsomas separados en ausen -
cia o en presencia de DMSO, se comportaron, en tales experi-
mentos, como una fraccidén homogénza, aunque las micrografias
electrdnicas de los microsomas demostraron su heterogeneidad
en cuanto a tamafio y densidad electrdnica de éus vesiculas.

No obstante, el mismo resultado se obtiene y se repite con las
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tres técnicas de separacidn empleadas. En experimentos realiza-
dos por Blume (1979) en higado de rata,.los microsomas se oOb-
tienen en una sola fraccidn en un gradiente de densidad de
Percdll. En experimentos de filtracidn en gel de Sepharose 2B,
los microsomas de higado (Tangen et al 1973) y de pulmdn (Cap-
devila et al 1975) de rata se han'obtenido en una unica frac-
cidn. Ademds, las micrografias del pico de elucidn de los mi-
crosomas de pulmén (loc.cit.) muestran que aquellos tampoco
son homogéneos en cuanto al aspecto y al tamafio de las vesi -

culas.

En experimentos realizados con gradientes discontinuos de
sacarosa, los microsomas de cerebro de rata se han separado
en tantas fracciones como numero de escalones poseia el gra -
diente. El1 dicho gradiente, el margen de concentraciones de
sacarosa no es muy amplio (Neskovic et al 1973, Tamai et al
1974, Kiang et al 1978), extremo éste que ya se’ha discutido
anteriormente (véase 5.4.3). Asi, es de suponer que en gra-
dientes continuos, la mayor cantidad de microsomas se obten--
ga en una Unica fraccidén. De hecho, en los experimentos de
densidad de flotacidn en Percoll que se han realizado en este
trabajo, aparte de la fraccidén mayoritaria de microsomas, se
obtuvo un halo que también correspondia a fracciones membra-
nosas, calificadas asi por su contenido en actividad ILDH (véa-

se 5.4.2.,1.1, figuras 19 y 20).

De cualquier manera, seria conveniente perseverar en los in-
tentos de subfraccionamiento de los microsomas tratando de es-
tablecer si las actividades del catabolismo purinico corres -
ronden a una subfraccidén o a un orgénulo subcelular concreto.
Si ello no fuese asi, otro medio adecuado de asignar dichas ac-
tividades a orgdnulos subcelulares concretos, seria el uso de

antigenos especificos de los enzimas considerados en las téc-
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nicas de inmunocitoquimica aplicadas a la microscopia electrd-—
nica. Esta tarea, que no es sencilla, podria dar los resulta -
dos apetecidos y confirmar que los microsomas son un buen me-
dio para el estudio del metabolismo purinico y quizds también
de.o$ros metabolismos no exclusivamente ligados al transporte

electrdnico o a proteinas constituyentes de membrana.
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6 CONCLUSTIONES

1) Al comparar algunos enzimas (ADA, GAH, PNP y 5’N) que in-
tervienen en el catabolismo de las purinas en el tejido cere -
bral de rata se puede afirmar que:

- La afinidad de la 5°N por sus substrétos de-—
crece &esde al AMP, al IMP, GMP y XMP

- La velocidad mdxima de reaccidén de la PNP con
inosina es la mayor, pero el coeficiente de eficacia es.més
elevado con guanosina

- Los valores de las velocidades mdximas indi-
can que la PNP es la mds activa, con guanosina o inosina, se -
guida de la GAH con guanina; muestran, ademds, que la ADA
transforma, en parte en inosina a la adenosina procedente del
AP |

- La escasa actividad de: la 5°N con XMP y de
la PNP con xantosina, sugieren que ambos metabolitos no se de-
gradan apreciablemente "in vivo" _

- La ADA, GAH, PNP y 5'N, se inhiben competi-
tivamente por sus propios prodﬁctos de reaccidbén, pero su acti-
vidad no se modifica por otros intermediarios del metabolismo

de las purinas .

2) La fraccidn microsomal de cerebro de rata, lavada con di-
soluciones de fuerza idnica moderada, libera por sonicacidn o
mediante desoxicolato (éste con mayor eficacia) actividades
LDH, MDH, ADA, GAH y PNP., Se hallan éstas en andloga propor -
cidén y exhiben la misma composicibén electroforética que las de

la fraccidn soluble del tejido.

La suspensién del residuo de microsomas lavado , extraido re-
petidamente con desoxicolato exhibe, todavia, las actividades

enzimdticas enumeradas.
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3) Las vesiculas de la fraccidén microsomal de tejido cere-
bral de rata no incorporan la XDH de higado de pollo presente
en el medio de homogeneizacidn y las actividades enzimdticas

liberadas no se modifican con el contenido proteico del medio.

Los hechos sugieren que parte de las vesiculas ya se hallan
presentes en el tejido o que, al formarse durante el. proceso
de homogeneizacidén, no ocluyen cantidades significativas del

medio en el que se efectua el homogeneizado.

4) Las actividades ADA y 5'N de la suspensién de microso -
mas, que ha sido tratada con desoxicolato al 0,075 % no va-
rian sensiblemente, pero las actividades LDH, MDH, GAH y PNP
experimentan un incremento notable. Se sugiere que la ADA y
la 5°N se hallan localizadas en la cara exterior de las mem-
branas de los componentes de la fraccidén microsomal, mientras
que los restantes enzimas se hallan ocluidos en ellos. La ADA
es el enzima que se libera mds fdcilmente en los jugos obte-
nidos por "expresién" cel tejido cerebral de rata; le siguen’

la 5°N, la PNP, la LDH, la NMDH y la GAH.

5) Al incubar la suspensiSn de microsomas de tejido cerebral
de rata con AMP, GMP o IMP, se produce hipoxantina o xantina,
productos finales del catabolismo de las purinas en dicho tejidoj
se pone asi de manifiesto que las vesiculas contienen 5'N, ADA, GAH
y PNP.

6) La actividad 5'N en los microsomas del tejido cerebral
de rata es comparativamente superior a la del resto de los en-
zimas considerados y todavia es perceptible en la suspensidn
de microsomas extraida repetidamente, con desoxicolato o con
tritén X-100. E1 EDTA inhibe la actividad 5’'N de la suspen =

sidn, pero aquélla se recupera al lavar las vesiculas.
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7) Las fracciones soluble y microsdémica de cerebelo de ra -
ta también poseen actividades LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y 5°N.
La actividad GAH de ambas fracciones es inferior a la que ex-
hiben las correspondientes fracciones del tejido cerebral. Las
actividades ADA y 5°N de las vesiculas siﬁépticas de cerebro
de rata son superiores a las del resto de los enzimas estudia-
dos. E1 hecho puede correlacionarse con la posibilidad de de-—
gradacidén del AMP y de la adenosina y su papel como neuro -—

transmisores en los nervios purinérgicos.

8)_A1 separar la fraccidn microsomal del tejido cerebral de
rata, la cantidad de microsomas separada aumenta con la con -
centracidén del homogeneizado inicial y es independiente de la
constante dieléctrica del medio. Sin embargo, si el medio de
homogeneizacidn contiene cantidades crecientes de DMSO zumen-
tan correlativamentelel rendimiento de la separacidén y las
actividades LDH, MDH, ADA, GAH, PNP y 5'N que se liberan de
los microsomas. De cualquiera de los medios de homogeneiza -
cidn anteriores se separan microsomas que exhiben, cualitati-
va y cuantitativamente, las mismas actividades enzimdticas

respecto de los enzimas marcadores de orgdnulos subcelulares.

9) Las fracciones microsomales separadas de medios que con-
tenian o no DMSO cuando se someten a ultracentrifugacidén iso-
picnica en Percoll, se resuelven en una banda Unica cuya den-
sidad estd comprendida entre 1,020 y 1,040 g/ml. Al efectnar
experimentos andlogos con el sobrenadante post-mitocondrial
se observa que los microsomas se resuelven, también, en una so-
la banda cuya densidad oscila entre los mdrgenes indicados.
Los hechos comentados sugieren que los lavados sucesivos de

los microsomas con el medio de homogeneizacidén y las operacio-
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nes de ultracentrifugacidn no modifican apreciablemente la

densidad de la fraccidén microsomal.

Asi mismo, la filtracidn en gel de Sepharose CL 4B, de los
microsomas obtenidos en medios con o sin DMSO, conduce a un
solo pico, cuyo volumen de elucidén fue cercano al del azul de
dextrano. E1 volumen de elucidén de los microsomas previamente
lavados, no varié con respecto al correspondiente a los MC no

tratados.

El enfoque isoeléctrico preparativo en columna, de los micro-
somas separados en medios con DMSO proporciona una sola frac -

cién de pI comprendido entre 5,02 y 5.18.

10) Las micrografias electrdénicas de los microsomas separa-
dos de medios sin DMSO muestran la presencia predominante de
vesiculas claras y opacas; la cantidad de estas Ultimas llega
a ser mayor si el medio contiene DMSO., El lavado de las vesi-
culas con los medios de homogeneizacidn o la sonicacidn, no
modifican su aspecto, pero el desoxicolato provoca su desorga-

nizacidn y ya no se perciben por el método indicado.

(11) La fraccidn microsomal del tejido cerebral de rata, se-
parada de diferentes medios de homogeneizacidn, exhibe homoge-
neidad de comportamientb, como demuestran diversos experimentos
comparativos, proponiéndose, por ello, el empleo de la fraccidn
separada en presencia de DMSO por su rendimiento mds favorable.
. La fraccidén mencionada permite estudiar la transformacidn de
los nuclebtidos y de los nucledsidos purinicos y de las puri-
nas en hipoxantina y xantina y contribuir, asi, a confirmar la
hipbétesis del nervio purinérgico formulada por Burnstock (1972

ayb).
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